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Referat: 
 
Die Vorliegende Arbeit beschäftige sich mit der Etablierung eines lentiviralen 
Vektorsystems, mit dem es möglich ist die RNA-Interferenz experimentell zu nutzen. 
Dafür wurden SEC Sequenzen in den Vektor pGJ3-eGFP kloniert. Nach Optimierung 
der Transfektions und Transduktionsschritte wurden im Anschluss rekombinante 
virale Partikel hergestellt. Zur Überprüfung der Effektivität der Induzierten RNA-
Interferenz erfolgte die Transduktion einer persistierend mit Masern infizierten 
Zelllinie (C6SSPE). Ziel der siRNA Sequenzen war dabei die mRNA des N-Proteins, 
welches eine zentrale Rolle im viralen Replikationszyklus spielt. Die Reduktion der 
mRNA wurde über quantitative real time RT-PCR nachgewiesen. 
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1.Einleitung 
 
 
1.1 RNA Interferenz 
 
RNA Interferenz (RNAi) beschreibt einen posttranskriptionellen Regulationsmechanismus 
der Genexpression [Montgomery et al., 1998; Bartel, 2004], indem diese durch 
sequenzspezifische doppelsträngige RNA inhibiert oder reduziert wird und ein so 
genanntes gene silencing hervorruft. Seine Bedeutung wird hervorgehoben durch den 
hohen Konservierungsgrad während der Evolution und das Vorkommen in einem sehr 
breiten Spektrum von Organismen. Ein weiteres Indiz dafür ist die Tatsache, dass in einer 
eukaryotischen Zelle die RNA Menge zu 98% nicht codierend ist [Dennis, 2002]. RNA 
Interferenz hat entscheidende Bedeutung bei der Embryogenese, sowie während der 
Mitose bei der Regulation der Chromosomenstruktur und –verteilung [Hall et al., 2003; 
Ambros, 2003; Lejeune et al., 2011]. Neben dieser regulativen Aufgabe wird der RNAi 
auch noch ein Schutzmechanismus vor mobilen genetischen Elementen zugeschrieben, 
wie man sie beispielsweise bei Transposons oder Transgenen, aber auch bei viralen 
Nukleinsäuren findet [Waterhouse et al., 2001]. 
1998 wurde bei Arbeiten an Caenorhabditis elegans der Begriff der RNAi geprägt als man 
feststellte, dass es bei Injektion von langer doppelsträngiger RNA zur Degradation der 
dazu komplementären mRNA kam und somit die Genexpression unterdrückt wurde [Fire et 
al., 1998]. Ähnliches wurde in Pflanzen, zuerst in Arabidopsis thaliana, beobachtet und 
zunächst als Co-Suppression bezeichnet. Dabei wurde nach Einbringen eines Transgens 
in eine Pflanze ein veränderter Phänotyp beobachtet. Später wurde dieses Phänomen in 
weiteren Studien als post-transkriptionales Gensilencing (PTGS) bezeichnet und als ein 
antiviraler Abwehrmechanismus postuliert [Hamilton et al., 1999; Allen et al., 2010]. 
Gleiche Effekte wurden noch bei weiteren Spezies nach Einbringung von dsRNA 
gefunden, welche komplementär zur Ziel-mRNA war, hierzu zählt beispielsweise 
Drosophila melanogaster [Hammond et al., 2000]. 
Vor dem Nachweis des RNAi Effektes in Säugerzellen gab es noch einige Hürden zu 
überwinden. So löst die Injektion von langer dsRNA einen antiviralen 
Abwehrmechanismus aus, der letztlich zur Apoptose der Zelle führt. Es kommt zur  
Produktion von Interferon, sowie zur Aktivierung der Proteinkinase R und OligoA-
Synthetase mit der Folge der Blockierung der Proteintranslation und einem verstärktem 
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generellen RNA-Abbau in der Zelle [Stark et al., 1998]. Beobachtungen in Pflanzen und 
Drosophila zeigten jedoch einen Weg auf, dieses zu verhindern. In Pflanzen konnte 
gezeigt werden, dass PTGS erst induziert wurde, nachdem die lange dsRNA in 21 bis 22 
nt lange RNA Bruchstücke gespalten wurde. In Drosophila wurde ebenfalls die 
Beobachtung gemacht, dass die eingeführte dsRNA durch Dicer, eine RNAse III, in 21 bis 
25 nt lange Bruchstücke prozessiert wurde. 2001 konnte dann gezeigt werden, dass 
synthetische dsRNA mit einer Größe von 21 bis 25 nt, die sogenannte short Interfering 
RNA (siRNA), in der Lage war, die Interferonantwort zu umgehen und eine spezifische 
Inhibition der Genexpression hervorzurufen [Elbashir et al., 2001]. 
 
1.1.1 Mechanismus der RNA-Interferenz 
 
RNA Interferenz wird in der Zelle über verschiedene RNA Subspezies vermittelt, die 
unterschiedlicher Herkunft sind und sich auch in ihrer Prozessierung unterscheiden.  
Die Genregulation innerhalb der Zelle erfolgt durch die Mediation von miRNA (micro RNA). 
Genomisch codiert, bildet sich nach Transkription durch die RNA-Polymerase III zunächst 
die pri-miRNA (primary mi-RNA). Diese hat eine Länge von 500 bis 3000 nt, ist gecappt 
und polyadenyliert. Noch im Zellkern kommt es mit der Prozessierung durch die RNAse III 
Drosha zu einer 70-80 nt langen pre-miRNA (precursor miRNA) mit einer 
charakteristischen Haarnadelstruktur. Der anschließende aktive Transport in das 
Zytoplasma erfolgt durch Exportin-5 über die Kernporen. Dort wird die pre-miRNA durch 
den RNAse-III enthaltenden Enzymkomplex Dicer in 17–24 nt lange ds-miRNAs 
geschnitten und  in einen RNP-Komplex aufgenommen, der Ähnlichkeiten zum RNA 
induced silencing complex (RISC, siehe unten) besitzt. Komplette Sequenzhomologie zur 
Ziel-mRNA führt dann zur Degradation dieser oder bei nur teilweiser Homologie durch 
Bindung an die mRNA zur Blockierung der Translation. 
 
Einen anderen Ursprung hat die siRNA. Sie entsteht aus zytosolischer doppelsträngiger 
RNA, die ebenfalls Längen von mehreren Hundert bis mehreren Tausend bp aufweisen 
kann. Entstehen können diese Vorläufer beispielsweise bei der Vervielfältigung viraler 
RNA durch RNA abhängige RNA-Polymerasen, bei der Hybridisierung überlappender 
Transkriptenden bei Transposons [Ghildiyal et al., 2008] oder durch die Bildung von 
shRNA (short hairpin RNA, siehe unten). Eine ganze Reihe eng miteinander verknüpfter 
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Enzyme prozessiert diese Vorläufermoleküle weiter. Zu Beginn werden durch Dicer kleine 
Fragmente gebildet. Dicer ist Komplex, der sich aus zwei Typ III RNAsen, einer RNA-
Helikase und einem kleineren PAZ Komplex, der wichtig für die Strangselektion ist 
[Somoza et al., 2010], zusammensetzt. Es entstehen 19 bis 23 bp lange doppelsträngige 
RNAs, die siRNAs, welche am 3‘-Ende eine Hydroxygruppe,  am 5‘-Ende eine 
Phosphatgruppe und 2 bis 3 jeweils endständige überhängende Uridin Nukleotide 
aufweisen [Zamore et al., 2000; Lee et al., 2007]. Enge räumliche Nähe, die Aufwindung 
beider Stränge und die Phosphorylierung am 5‘-Ende sind wichtig für die nun folgende 
Bindung an den RISC [Sontheimer, 2005], welcher, genau wie Dicer, für die nun folgenden 
Schritte ATP benötigt [Nykänen et al., 2001]. Es werden dabei die beiden Stränge 
getrennt, wobei nur einer komplexiert bleibt [Tang, 2005], dabei geben thermodynamische 
Eigenschaften den Ausschlag [Schwarz et al., 2003]. Die Aufnahme des dominanten 
Strangs bei siRNA erfolgt dabei hauptsächlich über Degradation des Begleitstranges, 
während bei Einsatz von miRNA meist nur ein Entwindungsschritt stattfindet [Shin, 2008]. 
RISC enthält vor allem hochkonservierte Proteine der Argonaut Familie, zur denen sich 
Homo- und Orthologe in fast allen Spezies finden und auf einen RNAi ähnlichen Prozess 
bereits in Prokaryoten hindeuten [Makarova et al., 2009]. Die Proteine zeigen Helikase, 
Exo- und Endonukleaseeigenschaften, sowie RNA bindende Bereiche. Die Erkennung der 
Ziel-mRNA erfolgt analog zur miRNA über Sequenzhomologie, gefolgt von der Spaltung 
zwischen dem 11. und 12. Nukleotid durch eine RNAse H artige Aktivität der Argonaut 
Proteine [Liu et al., 2004]. Bei der Degradation bleibt die siRNA im RISC intakt, so dass  
mehrfach Ziel-mRNAs gebunden und geschnitten werden kann [Martinez et al., 2002] 
(Abb. 1). Die gespaltene mRNA wird anschließend durch zytoplasmatische Nukleasen 
abgebaut. 
 
Es gibt verschiedene Eigenschaften der siRNA, die die Effektivität des RNAi-Effekts 
beeinflussen [Boese et al., 2005]. Neben der kompletten Sequenzhomologie sind dies vor 
allem thermodynamische Eigenschaften, die durch die Basenzusammensetzung gegeben 
sind. So sollte eine möglichst geringe Thermostabilität am 3‘-Ende des Sense-Stranges 
bzw. am 5‘-Ende des antisense Stranges vorliegen. Erreicht wird dies durch A/T-reiche 
Sequenzen [Ui.Tei et al., 2004]. Insgesamt soll der G/C-Gehalt unter 50 % liegen und 
teilweise wurden sogar genaue Basenpositionen empfohlen [Reynolds et al., 2004]. 
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Abb. 1: Schematische Darstellung der RNA Interferenz (modifiziert nach Rutz und Sheffold, 2004). 
Zuerst werden die RNA Moleküle, die als Ausgangsprodukt dienen, von Dicer zu 19 bis 23 bp großen 
Fragmenten prozessiert. Im Anschluss erfolgt die Inkorporation des  dominanten Stranges in den RISC, der 
die Sequenzabhängige Degradation der Ziel-mRNA katalysiert. 
 
1.1.2 SEC – siRNA Expressions Casetten 
 
Es besteht die Möglichkeit synthetisch erzeugte siRNA direkt in die Zelle zu transfizieren 
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und so RNA Interferenz zu induzieren. Die Prozessierung durch Dicer wird so nicht nötig, 
was allerdings den beobachteten Effekt herabsetzt [Zhang, 2005], da die Aufnahme in den 
RISC in enger Zusammenarbeit dieser beiden Enzymkomplexe geschieht.  
Eine andere Möglichkeit ist es, die gewünschte siRNA in der Zelle selbst zu exprimieren 
[Miyagishi et al., 2002]. Eine Möglichkeit hierzu bieten auf Plasmiden oder viralen 
Vektorsystemen beruhende Expressionssysteme, die die Sequenz für eine siRNA 
Expressions Casette (SEC) in sich tragen und zur Bildung von shRNA führen (Abb. 2). 
 
 
 
Abb. 2: Strategien zur experimentellen Induktion von siRNA in somatische Zellen [nach Geley et al., 
2004]. Während lange dsRNA eine starke Interferonantwort mit konsekutiver Apoptose induziert, wird durch  
kleine siRNA Moleküle nur die sequenzspezifische Ausschaltung der Genexpression vermittelt. siRNAs 
können generiert werden, indem lange dsRNA in vitro durch Dicer prozessiert wird. Dabei wird ein Pool von 
siRNAs erzeugt, der verschiedene Sequenzen erkennt und eventuell andere Gene beeinflussen. Durch 
direkte Transfektion von synthetischen siRNAs kann dies umgangen werden. Stabile oder transiente RNAi 
Effekte können durch die Produktion von shRNA erfolgen, die über ein Plasmid- oder Vektorsystem in die 
Zelle gebracht wurden, und dort zur Bildung von siRNA führen.  
 
Eine SEC besteht aus einem Polymerase III Promotor (H1), dem codierenden Bereich für 
den Sense-Strang (sense), einer Schleife (loop) und einem Antisense-Strang (antisense), 
sowie der Terminationsstelle (term) für die Polymerase (Abb. 3). 
Der H1-Promoter ist ein sehr kompakter Promotor, über den in höheren eukaryotischen 
Zellen nichtcodierende small nuclear und zytoplasmatische RNA gebildet wird. Die 
essentiellen, für die Transkription notwendigen Motive Oktamer, Staf-Motiv, Proximales 
Sequenz Element (PSE) und die TATA-Box, liegen innerhalb eines nur 100 Nukleotid 
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langen Bereiches [Myslinski et al., 2001]. 
 
H1 Promotor sense loop antisense term 
232 bp 21 bp 9 bp 21 bp 22 bp 
 
Abb. 3: Schematische Darstellung einer SEC, wie sie in dieser Arbeit verwendet wird. Diese besteht 
aus dem H1-Promotor, dem sense-, loop- und antsense-Bereich, der für die shRNA codiert, und dem 
Terminationssignal für die Polymerase. Unter dem Schema sind die Längen der einzelnen Abschnitte der 
SEC angegeben. 
 
Die RNA wird von der DNA abhängigen RNA-Polymerase H1 gebildet. Aufgrund der 
Sequenzhomologie lagern sich Sense- und Antisense-Strang zusammen und bilden 
zusammen mit dem Loop eine Haarnadelstruktur, die shRNA. Diese wird vom zellulärem 
Enzymkomplex Dicer erkannt und in den zellulärem RNAi Zyklus integriert [Brummelkamp 
et al., 2002; Paul et al., 2002; Paddison et al., 2002].  
Der Nachteil dieser Methode ist jedoch die durch die Reagenzien für die Zelle belastende 
Transfektion, die in verschiedenen Zellinien sehr unterschiedliche Effizienzen zeigt und 
beispielsweise vom primären Zellkulturen kaum toleriert wird. Desweiteren erfolgt nur eine 
transiente Expression der shRNA, sodass der RNAi Effekt bei Zellteilung ausverdünnt wird 
und mit der Zeit immer mehr abnimmt [Yang et al., 2001]. 
 
1.2 Virale Vektorsysteme 
 
Aus diesem Grund bieten sich virale Vektorsysteme als Genfähren an [Hao et al., 2005; 
Couto et al., 2010], da sie in der Lage sind, Nachteile der Plasmidsysteme oder direkten 
siRNA-Einbringung auszugleichen (siehe oben). 
Die Transfektion der Zielzellen entfällt und wird durch die Infektion mit einem 
rekombinanten Virus als Transportvektor ersetzt. Die Vektoren ihrerseits werden zwar 
auch durch Transfektion hergestellt, allerdings erfolgt dies in einem separaten Schritt in 
einer anderen  Zellkultur [Hauser et al., 2010]. 
Es existiert eine Vielzahl von Systemen basierend auf unterschiedlichen Viren. Der 
Großteil dieser Systeme ist retroviralen, insbesondere lentiviralen Ursprungs. Hierzu 
zählen Vektoren aus HIV1 und 2 (human immunodefficiency virus) [Naldini et al., 1996; 
Janas et al., 2006], MoMLV (molony murine leukemia virus) [Koo et al., 2006; Métais et al., 
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2010], SIV (simiam immunodeficiency virus, hier SIVmac251) [Mangeot et al., 2000; 
Cifuentes-Muñoz et al., 2010], FIV (feline immunodeficency virus) [Poeschla et al., 1998], 
CAEV (caprine arthritis-encephalitis virus) [Mselli-Lakhal et al.,1998, 2006], ASLV (avian 
sarcoma and leukosis virus) [Hu et al., 2007] und EIAV (equine infectious anemia virus) 
[Lamikanra et al., 2005; Jacquet et al., 2009]. Zusätzlich finden sich auch adenovirale 
Vektoren [Connelly et al., 2004; van Dijk et al., 2011]. Zu beachten sind jedoch auch hier 
die teilweise sehr unterschiedlichen Eigenschaften dieser Systeme (siehe unten).  
Adenovirale Systeme sind in der Lage sich sehr langsam teilende oder sogar ruhende 
Zellen zu infizieren, was die Einsatzmöglichkeit auf ein sehr breites Spektrum an Zelllinien 
erweitert. Nachteilig ist hier allerdings, dass die Erbinformation nur episomal vorliegt und 
somit die Erbinformation bei der Zellteilung verloren geht. Dies führt zu einer zeitlichen 
Limitierung des Transduktionserfolges, ähnlich wie bei einem Plasmidsystem. 
Dieses Problem kann mit der Nutzung von retroviralen Systemen umgangen werden. 
Retroviren sind RNA-Viren, die in der Lage sind, ihr Genom in DNA umzuschreiben und 
dann in das Genom der Wirtszelle zu integrieren [Miller et al., 1989]. Dadurch ist eine 
stabile Transduktion möglich, wodurch auch nach der Zellteilung die Information an beide 
Tochterzellen weitergegeben wird. So ist eine langfristige Expression der gewünschten 
Genprodukte zu erreichen. Nichtlentivirale Retroviren, wie z.B. MoMLV, sind dabei 
allerdings auf sich teilende Zellen angewiesen [Barquinero et al., 2004], da während der 
Mitose die Kernmembran aufgelöst wird, eine Barriere, die andernfalls nicht überwunden 
werden kann. Akzessorische Proteine bei komplexeren Vertretern der Retroviren, den 
Lentiviren, erlauben jedoch die Interaktion mit den Kernporen. Das Einschleusen des 
umgeschriebenen Genoms erfolgt dort unter Mediation der Proteine Vpr (viral protein 
rapid) und Vpx (viral protein x), die zusätzlich auch an der Bildung des Prä-
Integrationskomplexes [Fujita et al., 2010] beteiligt sind. Weitere Forschungen ergaben, 
dass Vpr auch noch regulative Eigenschaften in der Zelle zeigt. So sorgt es für einen G2-
Arrest des Zellzyklus und eine veränderte Genregulation [Le Rouzic et al., 2007; Casey et 
al., 2010]. 
Die Kenntnis des retroviralen Genoms ist für das Verständnis der Vektorsysteme von 
großer Bedeutung. Das Genom besitzt drei große, für die unterschiedlichen Proteine 
codierende Bereiche, welche als gag, pol und env bezeichnet werden. Vom 5‘-Ende aus 
werden zunächst die gruppenspezifischen Antigene (gag) codiert. Zu diesen zählen die 
Matrix-, Kapsid- und Nukleokapsidproteine. Im sich anschliessenden pol Bereich erfolgt 
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die Kodierung der viralen Enzyme Protease, reverse Transkriptase und Integrase. Gag 
und Pol werden in einer gemeinsamen mRNA transkribiert. Die Translation der 
Einzelkomponenten erfolgt durch alternative Splicevorgänge und ribosomale 
Leserasterverschiebung. Die Glykoproteine der viralen Hüllmembran, die für den 
Zelltropismus verantwortlich sind, werden im env Bereich codiert. Zusätzlich befinden sich 
dort noch Gene für akzessorische Proteine, die je nach Virus variieren; diese übernehmen, 
unter anderem Funktionen als Transkriptions- und Regulationsfaktoren bei Infektion und 
Replikation und sind an der Freisetzung neuer Viruspartikel beteiligt [Li et al., 2005]. Alle 
Transkripte besitzen am 5‘-Ende eine Cap-Struktur und sind am 3‘-Ende polyadenyliert, 
gleichen also der zellulären mRNA. 
Als ein weiteres wichtiges Merkmal ist die Flankierung des viralen Genoms durch die LTRs 
(long terminal repeats) zu nennen. Diese sind repetitive Sequenzen mit dem Aufbau U3 
(unique), R (redundant) und U5. Sie sind an der Integration in das Wirtsgenom beteiligt 
und beinhalten starke Promotorregionen. In der 3‘ U3-Region befindet sich der Promotor 
für die reverse Transkription, der nach seiner Umschreibung in die entsprechende 5‘ LTR 
ebenfalls als Promotor für die Transkription dient. 
Der Einsatz von Retroviren, die potentiell pathogen für Mensch und Tier sind, birgt die 
Gefahr der Rekombination und der malignen Transformation der Zielzellen in sich, in dem 
beispielsweise benachbarte Gene aktiviert werden können [Singhal et al., 2011]. Es 
wurden deshalb Sicherheitsmaßnahmen ergriffen, die die kodierenden Bereiche des 
retroviralen Genoms auf ein Mindestmaß reduzieren. So ist es möglich, das virale Genom 
bei der Produktion viraler Partikel aufzuteilen. Indem die Genprodukte für gag/pol von 
einem separaten Plasmid exprimiert werden, erreicht man, dass in den viralen Vektoren 
keine Replikationsmaschinerie mehr enthalten ist [Schnell et al., 2000]. Es kommen 
weitere Deletionen des viralen Genoms, aber auch der Einsatz heterologer Genprodukte 
anderer Viren hinzu. LTRs können benachbarte Gene der Wirtszelle beeinflussen und 
dazu führen, dass diese übermäßig stark exprimiert werden und dadurch Zellen eventuell 
maligne transformiert werden. Eine Modifikation im U3 Bereich des 3‘-Endes RNA 
Genoms führt dazu, dass der retrovirale Promotor für die Transkription nicht mehr genutzt 
werden kann. Diese wird erst durch heterologe, zusätzlich eingeführte Promotoren an den 
jeweiligen Genen möglich und somit unabhängig von retroviralen Proteinen, wie z.B. tat. 
Man bezeichnet solche Vektoren als selbst-inaktivierend, da sie nicht in der Lage sind eine 
vollständige Replikation auszuführen und somit nur eine abortive Infektion verursachen 
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[Koya et al., 2002]. Der Bereich des env-Gens ist ebenfalls deletiert. Diese Aufgabe wird 
durch ein zusätzliches Plasmid erfüllt, das die Sequenz für das Glykoprotein des 
Vesikulären Stomatitisvirus (VSV-G) enthält [Burns et al., 1993]. Dies hat zwei Folgen. 
Zum einen erfährt das Genom des Vektors eine zusätzliche Restriktion und ist nicht mehr 
in der Lage selbständig Hüllproteine zu bilden. Zum anderen ist der Vektor nach der 
Pseudotypisierung mit VSV-G in der Lage, nahezu alle eukaryotischen Zellen zu infizieren. 
Dies liegt an dessen Eigenschaft mit ubiquitär auf Zellmambranen vorkommenden 
Phospholipiden interagieren zu können und keine spezifischen Rezeptoren zu benötigen 
[Roche et al., 2008].   
 
1.3 Das Masernvirus  
 
Das humanpathogene Masernvirus gehört zu den Mobilliviren, einem Genus der Familie 
der Paramyxoviridae. Das aerogen übertragene Virus ist hochkontagiös und löst in 
nichtimmunen Individuen zu 95 bis 98 % eine klinische Manifestation der Erkrankung aus. 
Primäres Ziel ist das respiratorische Epithel der oberen Atemwege. Von dort breitet sich 
das ebenfalls lympho- und neurotrope Virus in die regionalen Lymphknoten, um sich dort 
zu vermehren, und schließlich im gesamten Körper aus, wobei es dann seine typischen 
Zielgewebe Haut und obere Atemwege befällt. Der Lymphotropismus hat eine 
vorübergehende Immunsuppression zur Folge [Schneider-Schaulies et al., 2001], unter 
der es unter anderem auch zu einer Reaktivierung einer bestehenden Tuberkulose 
kommen kann. Die Klinik besteht nach einer zweiwöchigen Inkubationsphase aus einer 
zunächst unspezifischen katarrhalischen Symptomatik. In der Folge entsteht hohes Fieber 
mit einer Entzündung der oberen Atemwege, häufig besteht ebenfalls eine Konjunktivitis. 
Charakteristisches Zeichen einer Infektion sind die Koplik-Flecken, die auf der 
Mundschleimhaut entstehen.  
Typische, jedoch seltene Komplikationen sind eine Pneumonie, eine Mittelohrentzündung 
und eine Infektion des ZNS, auf die hier noch näher eingegangen werden soll. 
 
Die akute para- oder postinfektiöse Form der ZNS Infektion (Autoimmunenzephalitis) 
kommt mit einer Häufigkeit von 1 auf 1000 bis 2000 Infektionen vor. Das Masernvirus ist 
im ZNS nicht nachzuweisen. Pathogenetisch wird hier eine Autoimmunreaktion gegen 
neuronales Gewebe angenommen, da T-Lymphozyten mit Spezifität für basisches 
Myelinprotein [Liebert, 1997], welches ein Strukturprotein der Myelinscheiden ist, im Liquor 
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erkrankter Patienten nachgewiesen werden können. Die Letalität ist hoch und beträgt im 
Durchschnitt 25 %. 
 
Die akute progressive infektiöse Enzephalitis (MIBE) tritt nur bei Patienten mit 
Immunschwäche auf und verläuft stets letal. Das Masernvirus befällt direkt Neuronen und 
Gliazellen, in welchen dann häufig Einschlusskörperchen nachzuweisen sind. 
 
Die subakute sklerosierende Panenzephalitis (SSPE) ist eine ebenfalls stets tödlich 
verlaufende Erkrankung [Gutierrez et al., 2010]. Da sie sich erst nach einer 
Inkubationsphase von 6 bis 15 Jahren nach der Erstinfektion manifestiert, ist sie ein 
typischer Vertreter einer slow virus infection. Es sind fast ausschließlich Kinder und 
Jugendliche betroffen, die vor dem dritten Lebensjahr eine Maserninfektion durchlebten. 
Die Inzidenz wird auf 1 zu 100.000, nach neueren Schätzungen sogar 1 zu 10.000 
Infektionen geschätzt. Die Patienten versterben nach wenigen Monaten unter massiven 
Persönlichkeitsveränderungen und rapide abnehmenden kognitiven Fähigkeiten. 
Grundlage ist eine entzündliche Erkrankung des ZNS, bei der große Mengen Masernvirus 
im Hirnparenchym nachweisbar sind [Carter et al., 1983; Malik et al., 2010]. Trotz einer 
extrem hohen intrathekalen Antikörperproduktion, besonders gegen das H- und das N-
Protein, ist der Körper nicht in der Lage, die Progredienz der Erkrankung aufzuhalten. Es 
ist nicht bekannt, wie das Masernvirus im Körper persistiert und in das Gehirn eindringt. 
Die Überwindung der Blut-Liquor-Schranke durch die Infektion von einwandernden 
Makrophagen, aber auch durch direkten Zell-Zell-Kontakt und Weitergabe viraler Partikel 
über die Astrozyten [Mesquita et al., 1998], ist beschrieben worden. Die Infektionen 
periventrikulärer Neuroblasten und zerebraler Endothelzellen [Duprex et al., 2000; Kirk et 
al., 1991] wurden ebenfalls als weitere Eintrittswege vorgeschlagen.  
 
1.3.1 Aufbau des Masernvirus 
 
Das helikal angeordnete, nichtsegmentierte RNA Genom bildet innerhalb des Virus ein 
Komplex mit den N- (Nukleocapsid), P- (Phospho) und L- (Large) Proteinen. Durch die 
Assoziation mit dem N-Protein entsteht das so genannte Nukleokapsid. Die Einheit des 
Nukleokapsids mit den Proteinen P und L bezeichnet man als RNP-Komplex. Es wird von 
einer Hülle umgeben, deren Durchmesser und Form stark variabel ist (Abb. 4). Die Größe 
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liegt dabei zwischen 150 und 250 nm. An der Innenseite der Hülle befindet sich das M-
Protein (Matrix-Protein), das sowohl mit dem RNP-Komplex, als auch mit den 
Oberflächenproteinen in Verbindung steht. 
 
Bindung des            
H Proteins an den 
zellulären Rezeptor
Aktivierung der 
Konformation des         
F Proteins
Insertion der 
Fusionspetide in die 
Zielzellmembran
Zielzellmembran
virale Zellmembran
Membranfusion
Nukleokapsid Lipidhülle P Protein        L Protein       M Protein     F Protein         H Protein          CD150
 
 
Abb. 4: Schematische Darstellung des Masernviruspartikels (a) und des Mechanismus der 
Membranfusion (b). (abgeändert nach Schneider-Schaulies et al., 2002) 
 
1.3.2 Organisation des viralen Genoms und seine Transkription 
 
Das negativsträngige Genom besteht aus RNA und hat eine Größe von 15892 bp. Dabei 
ist jeweils ein N-Protein mit je sechs Basen assoziiert (rule of six; [Calain et al., 1993]). 
Das Genom erhält durch die Komplexierung mit N Flexibilität und Schutz vor Nukleasen.  
Die Gene für die  einzelnen Proteine sind in der Reihenfolge N-P-M-F-H-L vom 3‘- zum 5‘- 
Ende angeordnet (Abb. 5). Sie werden durch nichttranskribierte intergenische Sequenzen 
(I-Sequenz) getrennt, welche wiederum durch jeweils eine E-Sequenz am Ende eines 
Gens und eine S-Sequenz am Anfang eines Gens flankiert werden (Konsensussequenz). 
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Abb. 5: Aufbau des Masernvirusgenoms nach Modrow und Falke, 2003. Die Leseraster für die 
Strukturproteine N/P/M/F/H und die Konsensusregionen (EIS) sind angegeben. 
 
Die RNA-abhängige RNA-Polymerase transkribiert die Gene nacheinander in 3‘ → 5‘ 
Richtung, wobei die Transkription jeweils an der S-Sequenz startet, an der folgenden E-
Sequenz endet und nach Überspringen der Konsensusregion beginnt. 
Die Polymerase kann beim Überspringen der intergenischen Sequenzen von der RNA 
abfallen. Es erhöht sich so die Wahrscheinlichkeit für eine vorzeitige Terminierung der 
Ablesung, je weiter der Polymerasekomplex vom 3‘-Ende entfernt ist. Dadurch bildet sich 
ein Gradient der Transkripte der einzelnen Gene aus [Schneider-Schaulies et al., 1990], 
der von der mRNA des N-Gens zu der des L-Gens verläuft. 
Die Replikation des viralen Genoms ist von der Menge der gebildeten viralen Proteine, 
hier in besonderem Maße vom N-Protein abhängig [Plumet et al., 2005; Hagiwara et al., 
2008]. Durch veränderte Proteininteraktionen wird ein Stoppen der Polymerase an den 
Konsensusregionen verhindert und positivsträngige Antigenome gebildet, die wiederum als 
Template für die Bildung neuer Maserngenome dienen [Blumberg et al., 1981]. 
 
1.3.3 Proteine und Protein-Protein Interaktionen 
 
Die 6 Masern-Gene kodieren für insgesamt 8 Proteine. Am Häufigsten liegt das N-Protein 
(60 kDa) vor, welches mit der viralen RNA assoziiert ist. In Verbindung mit dem P- und L-
Protein bildet es den für die Replikation und Transkription essentiellen Polymerase-
Komplex.  
Das P-Protein (72 kDa) liegt durch die Interaktion mit N und mRNA vor allem an 
transkriptionsaktiven Orten der genomischen RNA vor, wo es als Transaktivator für das L-
Protein fungiert [Cevik et al., 2004; Fuentes et al., 2010]. 
Das L-Protein ist der katalytische Teil des Polymerasekomplexes und in seiner Funktion 
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eine RNA-abhängige RNA-Polymerase [Horikami et al., 1994]. Es ist für die Bildung 
sowohl der mRNA als auch der  genomischen RNA zuständig [Bankamp et al., 2002].  
Zwei Glykoproteine werden auf der Masernoberfläche exprimiert [Malvoisin et al., 1993]. 
Das H-Protein lagert sich zu Di- und Tetrameren [Hu et al., 1994; Plemper et al., 2000] 
zusammen und bindet an die entsprechenden Rezeptoren  der Zielzelle. Das F-Protein (60 
kDa) ist aus zwei Untereinheiten aufgebaut und liegt als Trimer vor [Russel et al., 1994; 
Mühlebach et al., 2008; Zhu et al., 2002]. Es sorgt nach Rezeptorbindung durch H für die 
Verschmelzung von viraler zellulärer Membran. 
Das M-Protein (39 kDa) kleidet die Innenseite des Virus aus und spielt durch seine 
Fähigkeit sowohl mit den viralen Hüllproteinen, als auch mit dem N-Protein/Nukleokapsid 
zu interagieren, eine wichtige Rolle bei der Bildung neuer Viruspartikel (Budding) und der 
Verpackung der viralen genomischen RNA (Assembly) [Salditt et al., 2010]. 
Zwei Nichtstrukturproteine entstehen aus dem genomischen Bereich des P-Proteins. 
Während das C-Protein durch Verwendung eines alternativen Startcodons entsteht, wird 
das V-Protein durch Einfügen eines zusätzlichen Guanosinrests in die mRNA von P (RNA-
Editing) gebildet [Devaux et al., 2004]. Ein Fehlen dieser beiden Proteine hat einen 
deutlich milderen Infektionsverlauf [Escoffier et al., 1999] zur Folge. Bei Fehlen von V 
zeigte sich zusätzlich eine deutlich verringerte Viruslast und virale Transkription [Patterson 
et al., 2000].  
 
1.3.4 Rezeptoren 
 
1993 wurde CD 46 als erster Rezeptor beschrieben [Dörig et al., 1993; Naniche et al., 
1993]. Es  gehört zur Familie der Komplementproteine, wird mit Ausnahme der 
Erythrozyten auf allen Körperzellen exprimiert und hat die Aufgabe diese vor einer Lyse zu 
schützen [Johnson et al., 2009].  
Als zweiten Rezeptor wurde 2000 SLAM (signalling lymphocyte-activation molecule / 
CD150) identifiziert [Tatsuo et al., 2000; Erlenhoefer et al., 2001].  Dieses Protein wird 
hauptsächlich auf Immunzellen gefunden und ist ein transmembranes Glykoprotein der 
CD2 Rezeptor Untergruppe [Sidorenko et al., 2003]. 
Die bevorzugte Nutzung einzelner Rezeptoren unterscheidet sich dabei innerhalb 
verschiedener Maserstämme. [Hashimoto et al., 2002; Dhiman et al., 2004]. Da es auch 
unabhängig von diesen beiden Rezptoren zu einer Infektion kommen kann und H 
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zusätzliche Bindungsdomänen besitzt [Takeda et al., 2007; Tahara et al., 2008], wird ein 
weiterer, bisher unentdeckter, Rezeptor vermutet [Hahm et al., 2003]. 
 
1.3.5 Virale Persistenz 
 
Die virale Persistenz, die mit dem Auftreten der SSPE verbunden ist, ist im Einzelnen noch 
nicht vollständig verstanden, jedoch können eine Reihe von Veränderungen sowohl in vivo 
als auch in vitro beobachtet werden. So findet sich ein verändertes Transkriptions- und 
Translationsmuster [Liebert et al., 1986]. Es wurden geringere Kopienzahlen von F, H und 
L gefunden [Baczko et al., 1986]. Mit Dauer der Persistenz akkumulieren Mutationen im 
viralen Genom, die zu „Durchlesemutanten“ führen, da es zu keinem Transkriptionsstopp 
in den intergenischen Bereichen kommt [Cattaneo et al., 1987], aber auch veränderte 
Eigenschaften der F-, H- und M-Proteine nach sich ziehen [Cattaneo et al., 1989]. So führt 
eine Mutation in der intrazellulären Domäne des F-Proteins dazu, dass die 
Fusionsfähigkeit maserninfizierter Zellen gesteigert wird [Cathomen et al., 1998; Ayata et 
al., 2010]. Beim H-Protein kommt es zum Verlust von Glykosylierungsstellen und 
ineffizienten Transportmechanismen [Young et al., 1985]. Durch Bildung eines Stopp-
Codons innerhalb des Leserasters kommt es zu einer fehlerhaften bis fehlenden 
Produktion des M-Proteins [Cattaneo et al., 1986]. Ein funktionsfähiges M-Protein ist 
allerdings für ein funktionierendes budding essentiell und schafft ein Gleichgewicht zur 
Zell-Zell-Fusion [Cathomen et al., 1998].  Dies ist vereinbar mit der Tatsache, dass 
während der persistenten Infektion keine oder eine nur sehr geringe Bildung neuer 
Viruspartikel stattfindet und es somit zu einer abortiven Infektion kommt. Bedingt durch 
eine alterierte zelluläre Immunantwort [Yentür et al., 2005] gelangt das Virus in das Gehirn, 
wo es dann in Neuronen und Astrozyten nachgewiesen werden. Es wird davon 
ausgegangen, dass es zu einer Ausbreitung innerhalb des Gehirns in einer ersten Phase 
der Infektion kommt, wobei vor allem Zell-Zell Interaktionen genutzt werden [Lawrence et 
al., 2000] und sich das Virus transsynaptisch ausbreitet [Makhortova et al., 2007]. Dabei 
ist zu beobachten, dass sich hypermutiertes (mehrfach mutiertes) Masernvirus klonal im 
Gehirn ausbreitet [Baczko et al., 1993]. In einer späteren Phase kommt es dann zur 
Akkumulation von Mutationen im F-Protein, so dass dann selbst eine Ausbreitung auf 
diesem Wege nicht mehr möglich ist. 
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1.4 Ziel der Arbeit 
 
Ziel dieser Arbeit ist die Etablierung eines lentiviralen Vektorsystems für die Nutzung der 
RNA Interferenz in Zellen neuronalen Ursprungs. Beschränkungen, die durch transiente 
Expression und Zelltypabhängigkeit eines transfizierbaren Plasmidsystems gegeben sind, 
sollen somit umgangen werden. Im ersten Schritt sollen dazu die Sequenzen für 
Polymerase III gesteuerte siRNA-Expressionskassetten in den Vektor pGJ3-eGFP kloniert 
werden. 
Nach Optimierung der Bedingungen der für die Virusproduktion notwendigen 
Transfektionsschritte soll der Nachweis erfolgen, ob mit den rekombinanten Viren sowohl 
neuronale Zellen als auch Gliazellen transduziert werden kann und eine 
Langzeitexpression integrierter Transgene möglich ist.     
Die Effizienz, der mit diesem Vektorsystem erreichten Reduktion von mRNA und damit der 
Effizienz der induzierten RNA-Interferenz soll anhand eines Spezialfalles der 
Maserninfektion, der subakuten sklerosierenden Panenzephalitis, nachgewiesen werden. 
Die persistierende Form der Masernenzephalitis, entzieht sich bis heute einer kurativen 
Therapie.  
Durch die RNA Interferenz bietet sich jedoch die Möglichkeit, bereits auf der Ebene der 
Transkription in der Zelle antivirale Abwehrmechanismen induzieren zu können.  
Mit seiner Schlüsselrolle in der viralen Replikation und Transkription soll das N-Protein als 
Ziel der RNAi Experimente dienen. In einer dieser Arbeit vorrausgehenden Diplomarbeit 
wurden verschiedene siRNA Sequenzen, die komplementär zu hoch konservierten 
Regionen im Gen des N-Proteins sind, auf Funktionalität hin untersucht. Von diesen 
wurden zwei ausgewählt um in das lentivirale System kloniert zu werden.  
Als Modellsystem wird hier die persistierend mit Masern infizierte Zelllinie C6/SSPE 
verwendet. Auswirkungen auf die mRNA  des N-Gens sollen mit Hilfe quantitativer real 
time RT-PCR nach unterschiedlichen Zeitpunkten der Transduktion untersucht werden.   
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2. Materialien 
 
 
2.1 Zelllinien 
  
293T-Zellen 
Humane Nierenepithelzellen, die mit Adenovirus E1a transformiert wurden und das große 
T-Antigen des SV40 (Simian Virus 40) exprimieren. [DuBridge et al., 1987].  
ATCC Nummer: CRL-11268 
 
Vero-Zellen 
Nierenepithelzellen der grünen Meerkatze (Cercopithecus aethiops). Diese sind permissiv 
für Infektionen sehr vieler Virusfamilien [MacFarlane et al., 1969].  
ATCC Nummer: CRL-1587 
 
He-La-Zellen 
Epitheliale Zellinie, die sich von einem humanen Cervix Karzinom ableitet. 
ATCC Nummer: CCL-2 
 
SH-SY5Y-Zellen 
Neuronaler Subklon der humanen Neuroblastomzellinie SK-N-SH. Die SK-N-SH-Zellen 
stammen aus einem thorakalem, Catecholamin sezernierenden Neuroblastom, welches 
aus dem Knochenmark eines vierjährigen Mädchens entnommen wurde. SH-SY5Y sind 
multipotent und können durch Retinolsäure zur Differenzierung angeregt werden [Biedler 
et al., 1973; Påhlman et al., 1995]. 
ATCC Nummer: CRL-2266  
 
SH-SY5Y-Zellen persistierend infiziert (piSH5) 
SH-SY5Y-Zellen die mit dem Masernvirus-Stamm Edmonston persistierend infiziert 
wurden. (Liebert; Institut für Virologie, Universität Leipzig) 
 
C6-Zellen 
Murine Gliomzelllinie, die durch mehrmaliges Passagieren eines Gliatumors aus Ratten 
(Rattus norvegicus) etabliert wurde. Induziert wurde dieser Tumor durch N-
Nitrosomethylurea [Benda et al., 1968]. 
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ATCC Nummer: CCL-107  
 
C6/SSPE-Zellen 
Persistent mit Masern infizierte C6 Zellen [Halbach et al., 1979]. 
 
2.2   Bakterienstamm 
 
Es wurde der Stamm XL10Gold von Escherischia coli (E.coli) verwendet. 
TetR, ∆(mcrA)183, ∆ (mcrCB—hsdSMR-mrr)173, endA1, supE44, thi-1, recA1, gyrA96, 
relA1, lac Hte [F`proAB lacI qZ ∆M15Tn10 (TetR) Amy, CamR]a 
(Stratagene, Heidelberg) 
 
2.3   Oligonukleotide 
 
2.3.1   Primer 
 
Die verwendeten Oligonukleotide wurden von der Firma Metabion synthetisiert. Alle Primer 
werden in einer Gebrauchskonzentration von 10 pmol/µl verwendet. 
 
Primer für die Kolonie-PCR der gerichteten und ungerichteten Klonierung sowie zur 
Sequenzierung   
 
SP6      
5`- GATTTAGGTGACACTATAG -3` 
 
SP6-Esp3I 
5‘- AGCGGCCAGAATGAGACGAGCTGAGATTTAGGTGACACTATAG -3‘ 
 
T7     
5`- TAATACGACTCACTATAGGG -3` 
 
T7-Esp3I 
5‘- TCAGCTCGTCTCATTCTGGCCGCTTAATACGACTCACTATAGGG -3‘ 
 
pGJ3-Esp3I-for   
5‘- AGCGGCCAGAATGAGACGA -3‘     
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pGJ3-Esp3I-rev   
5’- ACCAGAGAGACCCAGTACAGGC -3’ 
 
pGJ3-gfp-Esp3I-forward neu 
5’- GTCCTGCTGGAGTTCGTGACCG -3’ 
 
pGJ3-Esp3I-forward neu 
5’- GTAGAGCTATTCGCCACATACCTAG -3’ 
 
H1-F      
5`- GGAATTCGAACGCTGACGTCAT -3` 
 
H1-R H1    
5’- GGGGAAGAGTGGTCTCATACAGAACTTATAAGA -3’ 
 
H1-Sequenzierprimer  
5`- CGCCCTGCAATATTTGCATGTC -3` 
 
Primer zur Reversen Transkription und anschließender PCR zum Nachweis viraler 
und zellulärer mRNA 
 
Oligo(dT)18-Primer 
 
Primer zum Nachweis des Haushaltgens β-Aktin zur Standardisierung der Gesamt-
RNA-Menge bei qRT-PCR  (Institut für Virologie, Universität Leipzig) 
 
bAc s    5`-GCCCTGAGGCACTCTTCCAG -3` 
bAc as    5`-CGGAGTACTTGCGCTCAGG -3` 
 
Primer zum Nachweis der Masernvirus-RNA des N-Gens bei der qRT-PCR 
 
MV-N1   5’- TTAGGGCAAGAGATGGTAAGG -3’ 
MV-N2   5’- GTTCTTCCGAGATTCCTGCCA -3’ 
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2.3.2   Plasmide 
 
pGJ3    Institut für Virologie, Würzburg [Jármy et al., 2001] 
pGJ3-eGFP   Institut für Virologie, Würzburg 
TOPO TA pCRII  Invitrogen 
pSEC-IV   Institut für Virologie, Leipzig 
pSEC-I   Institut für Virologie, Leipzig 
pSEC-Sramble  Institut für Virologie, Leipzig 
pSEC-GAPDH  Institut für Virologie, Leipzig 
pczVSV-G   Institut für Virologie, Leipzig  
pHit-G   Institut für Virologie, Leipzig 
pβ-Aktin   Institut für Virologie, Leipzig 
peMV-   Institut für Virologie, Leipzig 
pH1x    Institut für Virologie, Leipzig 
Sgp∆2   Institut für Virologie, Leipzig 
Vig∆BH   Institut für Virologie, Leipzig 
pRVH1-Puro   MPI für Genetik, Dresden 
pRVH1-Hygro  MPI für Genetik, Dresden 
 
2.3.3   Weitere Nukleinsäuren 
 
Längenstandard: 
 
GeneRuler™ DNA Ladder Mix     MBI-Fermentas 
 
Nucleotide: 
 
PCR dNTP Mix (25mM each dNTP)     Roche 
 
2.4   Virus 
 
Masernvirus-Stamm Edmonston (Edm)    Institut für Virologie, Leipzig 
 
 
2.5   Enzyme 
  
AMV (10 u/µl)       Promega 
Superscript III (200 u/µl)      Fermentas 
 
                                                                                                                                   Material 
________________________________________________________________________ 
20 
 
Platinum taq Polymerase  (5 u/µl)    Invitrogen 
Premix (Sequenzierung)      Applied Biosystems 
Restriktionsenzyme     MBI Fermentas/ 
New England Biolabs (NEB) 
CIP alkalische Phosphatase     Promega 
T4-DNA-Ligase New England Biolabs/ 
Fermentas 
 
2.6   Reagenziensysteme 
 
NucleoSpin Miniprep Kit      Macherey & Nagel  
Maxipräparations Kit (endofree)     Sigma   
Wizard® SV Gel and PCR Clean-Up System   Promega 
 
2.7   Reagenzien 
 
Agar          Sigma 
Agarose         SeaKem, BMA 
L.M.P. Agarose       Invitrogen 
Aqua dest.        VE-Anlage 
BactoTM Yeast Extract      Becton Dickinson 
BSA (bovine serum albumin)     Sigma 
Calciumchlorid-2-hydrat       Merck 
Chloroform        Fluka 
DTT 0,1M         Invitrogen 
EDTA         Roth 
Essigsäure        Roth 
Ethanol absolut       Roth/AppliChem 
Ethidiumbromid (Stocklösung: 5mg/ml)    Sigma 
Glycerin        Ferak 
HPLC-Wasser       Roth 
Isopropanol (2-Propanol)      J.T. Baker 
Kälberserum, fötales (FKS; hitzeinaktiviert)   Biochrom KG 
Kaliumacetat        Merck 
Kaliumchlorid       Merck 
Kaliumhydroxid       Merck 
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L-Glutamin (200mM)      Gibco  
Lipofectamine 2000       Invitrogen 
Magnesiumchlorid (MgCl2) für PCR 50mM    Invitrogen 
Magnesiumsulfat       Roth 
Mangan(II)-chlorid-4-hydrat      Roth 
Methanol        Roth  
MOPS        Roth 
Natriumchlorid (NaCl)      Roth 
Natriumhydroxid (NaOH)      Fluka 
Orange G Loading Buffer      Merck 
Paraformaldehyd (PFA)      Roth 
PCR Puffer (10x)       Invitrogen 
Polyethylenimin (PEI)       Merck 
SYBR-Green       Applied Biosystems 
TriFast        Peqlab  
Tris          Roth 
Trypton aus Casein       Roth 
Trypan Blau-Lösung (0,4%)     Sigma 
Trypsin-EDTA       Sigma/Gibco 
Xylencyanol        Fluka 
 
2.8  Medien, Puffer, Lösungen 
 
Zellkultur 
 
Dulbecco`s MEM mit Glutamax-I (DMEM)   Gibco  
DMEM: F-12        Gibco  
Opti-MEM        Gibco 
PBS         Gibco 
Antibiotikum Puromycin (4 µg/ml Endkonzentration)  PAA 
Antibiotikum Hygromycin (40  µg/ml Endkonzentration) PAA 
 
Bakterienkultur 
 
Antibiotikum Ampicillin    Ratiopharm    
Antibiotikum Kanamycin    Ratiopharm 
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LB-Medium für Flüssigkultur:    10 g Bacto-Trypton   
        5 g Hefeextrakt    
       10 g NaCl  
       1 ml 1M NaOH 
        mit H2O auf 1 l auffüllen  
        autoklavieren  
  
LB-Festagar:      1 l  LB-Medium 
+  15 g  Bacto-Agar 
 
Selektionsbedingungen:    100 µg/ml Ampicillin  
      oder 25 µg/ml Kanamycin 
       (Endkonzentrationen) 
 
SOC-Medium:     2 % Bacto-Trypton 
       0,5 % Hefeextrakt 
       10 mM NaCl 
       20 mM Glucose 
       2,5 mM KCl 
       10 mM MgCl2 
       10 mM MgSO4 
        auf pH 7,0 einstellen, steril filtrieren 
 
 
TfB I-Puffer:      1,48 g  Kaliumacetat (≙ 30 mM) 
0,05 g  RbCl (≙ 100 mM) 
       0,74 g CaCl2*2H2O (≙ 25 mM) 
       5,0 g MnCl2*4H2O (≙ 50 mM) 
        in 300 ml H2O lösen, auf pH 5,8 
           mit Essigsäure einstellen 
       + 75 ml Glycerin (99%) 
 auf 500 ml mit H2O auffüllen,         
    sterilfiltrieren (0,2 µm Filter) 
 
Tfb II-Puffer:      0,21 g  MOPS (≙ 25 mM) 
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       1,1 g  CaCl2*2H2O (≙ 75 mM) 
       0,12 g  RbCl (≙ 25 mM) 
        in 50 ml H2O lösen, auf pH 6,5 
           mit 1 M KOH einstellen 
       +15 ml Glycerin (99%) 
        auf 100 ml mit H2O auffüllen,   
          sterilfiltrieren (0,2 µm Filter) 
 
Immunfluoreszenz/FACS-Färbung 
 
PBS/BSA-Lösung (1x):    1% BSA in 1xPBS 
 
PFA-Lösung:      - 10 g  PFA  in 400 ml H2O  
+ einige Tropfen 0,1 M NaOH 
 lösen bei 60 °C 
+ 50 ml 10xPBS 
 auf 500 ml mit H2O auffüllen 
 mit 0,1 M HCl auf pH 7,2 einstellen  
 
Gelelektrophorese 
 
TAE-Puffer (50x):     2 M Tris    
       0,95 M Essigsäure 
       50 mM EDTA 
        auf pH 8,0 einstellen 
   
Auftragspuffer (6x):     0,25 % Xylencyanol/Orange G 
       30 % Glycerin 
        in H2O lösen 
 
2.9  Verbrauchsmaterialien 
 
Zellkultur 
 
Glaspipetten 5 ml, 10 ml, 25 ml     K.J. Werner GmbH 
Zellkulturflaschen 25 cm2  CELLSTAR®    Greiner bio one 
Zellkulturflaschen 75 cm2  CELLSTAR®   Greiner bio one 
Zellkulturflaschen 182 cm2 CELLSTAR®   Greiner bio one 
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Gewebe-Kulturplatten 6 bzw. 24 Kavitäten   Greiner bio one 
Neubauer-Zählkammer      Brand 
 
Bakterienkultur 
 
Petrischalen        Greiner bio one 
PP-Röhrchen       Greiner bio one 
 
Molekularbiologie 
 
1,5 ml-Reaktionsgefäße      Sarstedt 
PCR-Reaktionsgefäße (0,2 ml)     Biozym  
15 ml, 50 ml Blue Caps      Greiner bio one 
Lightcycler™ Kapillaren      Roche 
Mikropipettenspitzen 10, 20, 100, 200, 1000   Greiner bio one 
 
2.10Technische Ausstattung 
 
Gefrierschrank -80 °C Mod. 983     Forma Scientific  
Kühlschrank        Liebherr, Comfort 
Gefrierschrank (-20 °C, -32 °C)     Liebherr, Comfo rt 
Blockcycler [MJ Research PTC- 200]    Peltier Thermal Cycler 
Brutschrank (5% CO2, 37°C, 95% Feuchte)    Thermo Scientifc 
Brutschrank für Bakterien      Heraeus Instruments 
UV-Lampe         GenEquipe 
Mikrowelle         Panasonic 
Elektrophoresegerät PowerPac 300    Biorad 
Elektrophoresekammer Sub-CellGT    Biorad 
UV-Transilluminator Multilmage LightCabinet TM26  Alpha Innotech Corp.  
Software Chemi-Imager      Alpha Innotech Corp. 
FACS-Calibur TM       Becton Dickinson  
Magnetrührer MR3001      Heidolph Instruments 
NanoDrop ND-1000      Peqlab 
Fotokamera        Leica 
Fluoreszenzmikroskop DM IRB (invers)    Leica  
Fluoreszenzmikroskop DMRA     Leica  
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Inverses Stereomikroskop DMIL     Leica  
Konfokales Mikroskop (KCS SP2)    Leica 
Milli-Q Synthesis A10      Millipore 
Lightcycler        Roche 
Lightcycler Zentrifuge LC Carousel     Roche 
Vortexer REAX 2000      Heidolph Instruments 
Spektralphotometer Smart Spec 3000    Biorad 
Sequenziergerät [ABI Prism 310 Genetic Analyzer]  ABI Prism 
pH-Meter [pH 540 GLP MultiCal®]    WTW 
Pipetus-Akku       Hirschmann Laborgeräte 
Mikropipetten pipetman  2, 10, 20, 100, 200, 1000 µl  Gilson 
Schüttler CertomatHK      Braun Biotech intern. 
Sterilbox Clean Air       Thermo 
Thermomixer compact      Eppendorf 
Analysewaage BP 2100S       Sartorius 
Wasserheizbad       GFL 
Zentrifuge 5417 R       Eppendorf 
Zentrifuge Rotina 46R      Hettich Zentrifugen 
Ultrazentrifuge Sorvall Discovery 100    Sorvall 
Vakuumzentrifuge [Savant speed vac®SPD111V]  Savant 
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3. Methoden 
 
3.1 Zellkulturverfahren 
 
3.1.1 Kultivierung von adhärenten Zellen 
 
Bei allen verwendeten Zelllinien handelte es sich um adhärente Zellen, die auf festem 
Untergrund in sterilen Zellkulturflaschen kultiviert wurden. Die Bedingungen hierfür waren 
eine Temperatur von 37 °C, eine relative Luftfeucht e von 90% und ein CO2 Gehalt  von 
5%. Die Kultivierung erfolgte ohne Antibiotikazusätze. 
Die entsprechenden Kulturmedien der einzelnen Zelllinien sind in Tabelle 1 aufgelistet. 
 
Zelllinie Medium Zusätze Passageverhältnis 
293T DMEM 10 % FKS 1:10 
C6 DMEM 5% FKS 1:10 
C6/SSPE DMEM 10% FKS 1:5 
SH-SY5Y DMEM: F12 15% FKS 
1% L-Glutamin(2 mM) 
1:5 
PiSH5 DMEM: F12 15% FKS 
1% L-Glutamin(2 mM) 
1:5 
 
Tab. 1: Verwendete Zelllinien und die entsprechenden Medien. Für die verwendeten Medien wurde 
ebenfalls die Art und die Menge der Zusätze angegeben. Die letzte Spalte gibt das Verdünnungsverhältnis 
an, mit dem die Zellen passagiert wurden. Dies erfolgte je nach Zelllinie alle 2 bis 3. 
 
Zur Kultivierung wurde, je nach Zelllinie, zwei- bis dreimal pro Woche eine Passagierung 
durchgeführt, damit die Zellen in der exponentiellen Wachstumsphase gehalten werden 
konnten. Hierfür wurde das Medium abgenommen und der Zellrasen mit PBS (pH 7,2) 
gewaschen, um verbliebenes FKS zu entfernen, da es sonst zur Hemmung der 
proteolytischen Aktivität des Trypsins kommt. Anschließend wurde Trypsin auf die Zellen 
gegeben, um die Zellen aus ihrem Verband und vom Boden abzulösen. Je nach Zelllinie 
war hierfür eine unterschiedliche Inkubationszeit von mehreren Sekunden bis Minuten 
erforderlich. Im Anschluss wurde die Wirkung des Trypsins durch die Zugabe von FKS-
haltigem Medium abgestoppt und die Zellen in dem in Tabelle 1 angegebenen Verhältnis in 
neue Zellkulturflaschen überführt. 
Je nach Größe der Zellkulturflasche wurde mit unterschiedlichen Mengen an Medium 
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gearbeitet. Für die kleine Flasche (25 cm²) wurden 7 ml, für die mittlere (75  cm²) 12 ml 
und für die große (182  cm²) 25 ml verwendet. In einer Gewebekulturplatte mit 6 (24) 
Kavitäten wurde 2 (1) ml Medium pro Napf verwendet. 
 
3.1.2 Zellzahlbestimmung 
 
Die Bestimmung der Zellzahl erfolgte mit Hilfe einer Neubauer Zählkammer. Die 
trypsinisierten Zellen wurden in einer definierten Menge Medium aufgenommen. Aus 
dieser Suspension wurden 20 µl entnommen, mit 20  µl Trypanblau gemischt und auf die 
Neubauer Zählkammer aufgetragen. Anschließend erfolgte die Zählung der Zellen in den 4 
Großquadraten. Dadurch dass der Farbstoff nur durch die Membran toter Zellen 
ungehindert diffundieren kann, konnte eine Differenzierung zwischen vitalen und toten 
Zellen getroffen werden. Es wurde somit die Zellzahl pro ml ermittelt, die sich nach 
folgender Gleichung ergab: 
            
                  (Anzahl der Zellen in 4 Großquadraten) x 104 
Zellzahl/ml =    ___________________________________________  
 
                        2  
 
3.1.3 Mykoplasmentest 
 
Mykoplasmen sind zellwandlose, sich parasitär ernährende Prokaryoten. Sie wachsen 
intrazellulär und können aufgrund ihrer geringen Größe, die je nach Art 0,2 bis 2 µm 
beträgt, sowie der fehlenden Zellwand, die zu einer variablen Gestalt führt, auch Sterilfilter 
passieren. Aufgrund ihrer Eigenschaften können sie von manchen antibakteriell wirksamen 
Chemotherapeutika, wie z.B. den Zellwandsynthese inhibierenden Substanzen Penizillin 
und Streptomycin, nicht angegriffen werden. Zellkulturen bieten ideale Lebens- und 
Vermehrungsbedingungen für Mykoplasmen. Die Schädigung der Zellen erfolgt über den 
Entzug von Nährstoffen und die Bildung toxischer Metabolite. Eine Infektion macht sich 
durch veränderte Eigenschaften der Zellen bemerkbar, wie z.B. eine geringere 
Wachstumsgeschwindigkeit, erhöhte Apoptoserate und geringere Transfektions- und 
Transduktionsraten. Äußere Merkmale einer Kontamination können eine zunehmende 
Granulierung, eine verstärkte Abrundung sowie eine verminderte Adhärenz der Zellen 
sein. 
Eine regelmäßige Überprüfung der Zellen auf eine Kontamination ist deshalb sehr wichtig. 
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Für die Überprüfung wurde Bisbenzimid (Hoechst Farbstoff H33258 50 ng/ml) verwendet, 
das unspezifisch DNA anfärbt und nach Anregung bei λ 350 nm sichtbar ist (emittiertes 
Licht mit λ 461 nm). Es wurden Zellen auf Deckgläschen in einer Gewebeplatte mit 24 
Kavitäten ausplattiert, so dass sie nach einer Inkubationszeit von 3 Tagen noch nicht 
konfluent waren. 8 µl Hoechst wurde mit 2 ml Methanol verdünnt. Die Deckgläser wurden 
mit 1% PBS gewaschen und danach mit jeweils 500 µl der verdünnten Hoechstlösung für 
10 Minuten in Dunkelheit inkubiert. Die Lösung wurde anschließend abgenommen, das 
Deckgläschen zweimal mit Aqua dest. gespült und mit Eindeckmedium auf einem 
Objektträger aufgebracht. Im Falle einer Kontamination stellt sich extranukleäre DNA im 
Bereich der Zellmembran dar, die die genomische DNA der Mykoplasmen repräsentiert. In 
einer nichtinfizierten Zellkultur sind nur die Zellkerne angefärbt. Beispielhaft ist dies in Abb. 
6 für C6/SSPE Zellen gezeigt. 
 
                   
 
Abb. 6: Die Abbildungen zeigen fluoreszenzmikroskopische Aufnahmen von C6/SSPE in 800-facher 
Vergrößerung. In beiden Fällen wurde eine DNA-Färbung mit Hoechst durchgeführt, in der man die 
Zellkerne deutlich erkennt. In der rechten Abbildung sind durch die durchlichtmikroskopische Aufnahme 
zusätzlich die Zell-Somata zu erkennen. Beide Zellkulklturen sind mykoplasmenfrei. 
 
3.1.4 Einfrieren/Auftauen von Zellen 
 
Zum Einfrieren nutzt man kontaminationsfreie, exponentiell wachsende Zellen. Sie wurden 
mit PBS gewaschen, trypsinisiert und gezählt. Die Zellsuspension wurde anschließend auf 
eine Konzentration von 2 bis 4x106/ml eingestellt. Medium mit 20% DMSO wird dieser 
Lösung im Verhältnis 1:1 hinzugegeben, so dass die Endkonzentration der Zellen im 
Medium 1 bis 2 x 106/ml und die DMSO-Konzentration 10% betrug. Dieses Vorgehen 
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wurde notwendig, da aufgrund der Toxizität von DMSO dieses nicht unverdünnt auf die 
Zellen gegeben werden kann. Danach wurden die Zellen zu 1,8 ml in CryoTubes 
aliquotiert und mit Hilfe einer mit Isopropylalkohol gefüllten Cryobox (Freezing Container 
„Mr. Frosty“, Invitrogen) langsam mit einer Geschwindigkeit von 1°C/min über Nacht im -
80°C Gefrierschrank tiefgefroren. Die gefrorenen Ze llen wurden anschließend in flüssigem 
Stickstoff aufbewahrt. 
 
Das Auftauen erfolgte möglichst schnell bei 37°C. D ie Zellsuspension wurde mit 10 ml 
Medium gemischt, danach für 10 Minuten bei maximal 200 x g zentrifugiert. Der Überstand 
wurde abgenommen und das Zellpellet in Medium wieder aufgenommen und ausplattiert. 
 
3.2 Klonierung der SECs in das Vektorsystem pGJ3-eGFP 
 
3.2.1 Auswahl der Sequenzen für die siRNA 
 
Verschiedene Bereiche des N-Gens weisen eine unterschiedliche Mutationshäufigkeit auf 
[Cattaneo et al., 1989]. Um die Funktionalität der SECs zu gewährleisten wurden die 
Sequenzen so gewählt, dass Bereiche geringer Mutationshäufigkeiten abgedeckt werden. 
Orientierend sind die Bereiche der SEC I und SEC IV in Abbildung 7 eingezeichnet. Die 
Zusammenstellung und Klonierung der SEC I und IV erfolgte unter Verwendung des 
silencer Express Kit der Firma Ambion und wurde bereits beschrieben [C. Fabian; 2004]. 
Die Sequenz für die Kontroll-SEC, die SEC Scramble, war in diesem Kit bereits enthalten. 
Es ist dabei zu beachten, dass aus methodischen Gründen die kommerziell erhaltene SEC 
Scramble ungefähr 100 bp kleiner als SEC I und IV ist, bei denen die Herstellung über 
längere Oligonukleotide erfolgte. Die SECs wurden in den Plasmidvektor pCRII einkloniert, 
so dass die Plasmide pCRII-SEC I, IV, und Scramble entstanden. Die Plasmide waren die 
Ausgangsprodukte der nun im Folgenden beschriebenen Klonierungsschritte zur 
Herstellung des rekombinanten HIV-Vektors.  
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Abb. 7: Schematischer Aufbau des Masernvirusgenoms mit Darstellung der für N, P, M, F, H und L 
codierenden Bereiche. Das N-Gen wurde in Bezug zu seiner Mutationshäufigkeit [Cattaneo et al., 1989] 
dargestellt. In diesem wurden die Positionen der SECs I und IV markiert. 
 
3.2.2 Exponentielle Vervielfältigung der SEC – SP6/T7 PCR 
 
Unter Verwendung der Plasmide pCRII-SEC-I, -IV, und -Scramble wurden die Inserts 
hergestellt, welche für die Ligation mit pGJ3-eGFP verwendet wurden. Als Primerpaar 
wurde hierzu SP6 und T7 verwendet. Das Programm und der Ansatz sind in Tab. 2 
dargestellt, beides wurde im weiteren Verlauf der Arbeit auch für Kolonie PCR und PCRs 
mit anderen Primer-Kombinationen eingesetzt. Im Anschluss der PCR erfolgte eine 
Aufreinigung der Fragmente, wie im entsprechenden Abschnitt besprochen. 
 
                         
  SP6/T7 PCR     Temperatur Zeit Zyklen 
            
  
1 µl Template   Denaturierung 95 °C 180 s 1 x 
  0,5 µl SP6 (10 pmol)   Denaturierung 95 °C 30 s   
  0,5 µl T7 (10 pmol)   Annealing 55 °C 45 s 25 x 
  0,5 µl dNTPs   Elongation 72 °C 60 s   
  2,5 µl Puffer (10x)   Elongation 72 °C 420 s 1 x 
  1,4 µl MgCl₂ (50 mM)   
  0,2 µl taq Polymerase   Tab. 2: PCR Programm und Ansatz zur SP6/T7 PCR. 
  ad 25 µl DEPC-H₂O   
    
  25 µl Ansatz   
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3.2.3 Präparativer Restriktionsverdau 
 
Restriktionsendonukleasen besitzen die Fähigkeit, spezifische DNA Sequenzen zu 
erkennen und somit eine lokalisationsspezifische Restriktion durchzuführen. Je nach 
Enzym und Hersteller sind verschiedene Puffersysteme und Reaktionszusätze nötig, um 
eine optimale Reaktion zu gewährleisten. In dieser Arbeit wurden die beiden 
Restriktionsenzyme Esp 3I und EcoRI verwendet. Über die im Vektorplasmid einmalig 
vorkommende Erkennungssequenz für Esp3I wurde die Klonierung der Inserts ermöglicht. 
Der Verdau mit der Restriktionsendonuklease EcoRI wurde als Kontrolle eingesetzt, um an 
den entstandenen Fragmenten eine erfolgreiche Ligation nachzuweisen. Die Reaktionen 
wurden jeweils bei 37 °C für 2 Stunden durchgeführt  und im Anschluss das Enzym mit 
einem 5 minütigem Denaturierungsschritt bei 95 °C i naktiviert, um unspezifische 
Restriktionen zu verhindern. 
 
3.2.4 Auffüllen einzelsträngiger 5‘-Enden 
 
Durch die Restriktion von pGJ3-eGFP mit Esp3I entstand ein Überhang von vier Basen, 
der für die Blunt-End und T/A Klonierung mit Nukleotiden aufgefüllt werden musste. Dafür 
wurde die pfu-Polymerase (Fermentas) verwendet. Das entsprechende Programm und der 
Reaktionsansatz sind in Tab. 3 dargestellt. 
 
  
 
  
 Auffüllung     Temperatur Zeit Zyklen 
            
  40 µl Plasmid   Denaturierung 95 °C 180 s 1 x 
  5 µl Puffer (10x) + MgSO₄   Auffüllung 70 °C 20 min 1 x 
  1 µl pfu-Polymerase           
  1 µl dNTPs   Tab. 3: Ansatz und Programm zur Auffüllung des  
  3 µl DEPC-H₂O   Basenüberhangs bei pGJ3-eGFP 
    
  50 µl Ansatz   
          
 
3.2.5 Anfügen eines Adenosin- bzw. Thymidinrests für die T/A-Klonierung 
 
Für die T/A-Klonierung war es notwendig, den bei der Ligation eingesetzten Plasmiden 
und SEC-Inserts ein Basenüberhang anzufügen. Hierbei wurde dem linearisiertem 
Vektorkonstrukt pGJ3-eGFP ein Thymidinrest angefügt, den SEC-Inserts ein Adenosinrest. 
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Die Reaktion wurde mit einer taq-Polymerase durchgeführt, der nur die entsprechenden 
Triphosphate zur Verfügung standen. Tabelle 4 zeigt den entsprechenden Ansatz und das 
verwendete Programm. 
 
  
 T bzw. A anfügen     Temperatur Zeit Zyklen 
            
  40 µl Template   Denaturierung 95 °C 180 s 1 x 
  0,5 µl taq-Polymerase   Anfügen 70 °C 2 h 1 x 
  0,5 µl dTTPs oder dATPs           
  5 µl Puffer (10x)   Tab. 4: Ansatz und Programm zum Anfügen eines  
  2,8 µl MgCl₂ (50 mM)   Andenosin- oder Thymidinüberhangs. 
  ad 50 µl DEPC-H₂O   
    
  50 µl Ansatz   
          
 
3.2.6 Dephosphorylierung der Plasmidschnittstellen 
 
Um eine Religation des Vektos ohne Insert zu verhindern und somit die Wahrscheinlichkeit 
für eine erfolgreiche Vektor-Insert-Ligation zu erhöhen, wurde in einer 
Dephosphorylierungsreaktion mit einer thermolabilen alkalischen Phosphatase (Calf-
Intestine-Phosphatase) ein Phosphatrest am 5‘-Ende der Zucker-Phosphat-Kette der DNA 
entfernt. Dazu wurde der Vektor für 2 Stunden bei 37 °C mit der alkalischen Phosphatase 
inkubiert. Im Anschluss wurde das Enzym durch eine 15 minütige Inkubation bei 75 °C 
inaktiviert und eine Aufreinigung der DNA durchgeführt. Für Ligation steht somit nur der 
freie Phosphatrest des Inserts zur Verfügung. 
 
3.2.7 Ligation 
 
Für die Ligation wurden die entsprechend vorbereiteten Plasmide und Inserts verwendet. 
Es werden im Folgenden exemplarische Ansätze der einzelnen Ligationsverfahren 
angegeben. Das Vektor-Insert-Verhältnis wurde so gewählt, dass es zwischen 1:5 und 
1:10 liegt und wurde aus der DNA-Konzentration und Molekülgröße nach folgender Formel 
berechnet: 
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Molekülzahl = 
Konzentration [g] 
x 6,023x10²³ [mol] 
Anzahl der bp x 660 [g/mol] 
 
Die eingesetzte DNA-Menge lag dabei insgesammt zwischen 50 und 100 ng. Die Ligation 
wurde dabei über 2 Stunden bei Raumtemperatur mit der T4-Ligase von Fermentas 
durchgeführt. Abweichend davon erfolgte die Ligation von pGJ3-eGFP mit den SEC-
Inserts mit komplementären, durch Esp3I geschnittenen Enden, für 16 Stunden bei 4 °C 
mit der T4-Ligase der Firma NEB. Nach beendeter Ligation erfolgte die Transformation 
(siehe 3.3.1) in chemisch kompetente Bakterien (XL-10 Gold) und deren Kultivierung bei 
37 °C über Nacht. Dem schloss sich eine Kolonie-PCR  (siehe 3.3.2) zur Überprüfung des 
Ligationserfolges an.  
 
3.2.7.1 Blunt-End und T/A-Klonierung 
 
Die Plasmide und Inserts wurden wie oben beschrieben vorbereitet. Für die Blunt-End 
Ligation wurden dephosphorylierte Plasmide und Inserts ohne Basenüberhang verwendet. 
Für die T/A-Klonierung wurden die Plasmide mit Thymidinüberhang und Inserts mit 
Adenosinüberhang genutzt. Tabelle 5 stellt den Ansatz für die Ligationen dar. 
 
          
  Ligationsansatz T4-Ligase   Tab. 5: Ligationsansatz für die Klonierung mit der  
    
T4-Ligase, wie für die Blunt-End und T/A-Klonierung 
genutzt.  
  x µl aufgereinigtes Plasmid   
  y µl aufgereinigtes Insert   
  1 µl T4-Ligase   
  2 µl Ligase Puffer (1x)   
  1 µl ATP (10 mM)   
  ad 20 µl DEPC-H₂O   
    
  20 µl Ansatz   
          
 
3.2.7.2 Cut-Ligation 
 
In der Cut-Ligation wurde zusätzlich zur Ligase noch ein Restriktionsenzym eingesetzt. 
Hierbei handelte es sich um Esp3I. Dadurch wurde im Falle einer Religation der 
Plasmidenden während der Klonierung eine erneute Restriktion durchgeführt. Dies sollte 
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ermöglichen, dass die Plasmidenden für die Ligation mit dem Insert weiterhin zur 
Verfügung stehen. DTT dient bei dem Ansatz der Stabilisierung des Restriktionsenzyms, 
welcher in Tabelle 6 dargestellt ist. 
 
          
  Ligationsansatz T4-Ligase   Tab.6: Ligationsansatz für die Cut-Ligation. 
    
  x µl aufgereinigtes Plasmid   
  y µl aufgereinigtes Insert   
  1 µl T4-Ligase   
  0,5 µl Esp3I   
  2 µl DTT (10 mM)   
  2 µl Esp3I Puffer (1x)   
  1 µl ATP (10 mM)   
  ad 20 µl DEPC-H₂O   
    
  20 µl Ansatz   
          
  
3.2.7.3 TOPO T/A-Klonierung in pCRII 
 
Das TOPO TA Cloning Kit von Invitrogen wurde verwendet, um die SEC-Inserts, denen 
durch PCR eine Schnittstelle für Esp3I eingefügt wurde, herstellen zu können. Die PCR-
Produkte wurden nach der PCR aufgereinigt und in das Plasmid pCR®II eingefügt.  
Dabei bestehen Unterschiede zu den bisher beschriebenen Ligationen. Bei der TOPO TA-
Klonierung wird anstelle der sonst üblichen T4 Ligase mit Topoisomerase I gearbeitet. Der 
Vektor liegt in linearisierter Form vor, die Topoisomerase ist an diesem jeweils an den 
Enden kovalent gebunden und verhindert somit eine Selbstligation. An den geschnittenen 
Enden des Vektors befindet sich ein T-Überhang. Bei einer PCR mit der taq-Polymerase 
fügt diese durch ihre terminale Transferase-Aktivität A-Überhänge am 3’-Ende der Inserts 
an. Diese Überhänge kann die Topoisomerase I zur Ligation nutzen. Die Ligation erfolgte 
über 2 Stunden bei Raumtemperatur, entgegen dem Herstellerprotokoll wurden wieder XL-
10 Gold Bakterien zur Transformation genutzt. Der Ansatz ist in Tabelle 7 dargestellt. 
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  TOPO T/A-Ligation   Tab. 7: Ansatz für die TOPO T/A-Ligation der SEC-Inserts 
    in pCRII. 
  1 µl pCRII   
  1 µl Salt Solution   
  4 µl PCR-Produkt (SEC)   
    
  6 µl Ansatz   
          
 
3.3 Herstellung chemisch kompetenter Bakterien 
 
Zur Herstellung chemisch kompetenter XL 10 Gold (E.coli) wurde eine Übernachtkultur in 
LB-Medium ohne Antibiotikum angelegt. Am nächsten Tag wurde jeweils 1 ml davon in 
neues LB-Medium überimpft. Diese neue Kultur wurde dann bei 37 °C und 220 rpm 
inkubiert, bis bei der Extinktionsmessung bei 595 nm eine optische Dichte (OD) von 0,2 
bis 0,3 erreicht wurde. Dies war nach ungefähr 2 bis 3 Stunden der Fall. Eine OD in 
diesem Bereich ist von entscheidender Bedeutung, da sich die Bakterien in der 
exponentiellen Wachstumsphase befinden müssen, um später optimale Ergebnisse bei 
der Transformation zu erreichen. Die Bakterienkultur wurde in 2 50 ml Falcon Röhrchen 
überführt und für 10 Minuten bei 700 g und 4 °C zen trifugiert. Alle weiteren Arbeitsschritte 
fanden nun auf Eis im Kühlraum statt. Nachdem der Überstand entfernt wurde, wurden die 
Bakterienpellets in 20 ml Tfb-I Puffer resuspendiert. Nach einem weiteren 
Zentrifugationsschritt von 980 g bei 4 °C für 10 Mi nuten wurde der Überstand erneut 
vollständig entfernt, das entstandene Pellet in 5 ml Tfb-II Puffer aufgenommen und 
resuspendiert. Nach einer Inkubationsphase von 15 Minuten auf Eis wurden Aliquots von 
50 µl angefertigt und anschliessend auf -80 °C gela gert. 
 
3.3.1 Transformation von chemisch kompetenten Bakterien  
 
Zur Vermehrung von klonierter Plasmid-DNA wurden chemisch kompetente XL 10 Gold 
verwendet. Ein 50 µl Aliquot wurde auf Eis angetaut und im Falle einer Ligation mit 4 µl 
des Ansatzes versetzt und für 30 Minuten auf Eis inkubiert. Bei einer Retransformation 
eines bereits klonierten Plasmides war das Volumen je nach DNA Konzentration 
unterschiedlich, die DNA Menge betrug ca. 40 ng. Anschließend erfolgte ein Hitzeschock 
für 30 sek bei 42 °C. Nach Zugabe von 300 µl SOC Me dium (ohne Antibiotikum) wurden 
die Kultur für 30 Minuten bei 37 °C und 300 rpm ges chüttelt, um den Bakterien die 
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Möglichkeit zu geben, die Resistenz des jeweiligen Plasmids zu exprimieren. Für die 
Selektion wurden die Bakterien anschließend auf vorgewärmte LB-Agarplatten ausplattiert, 
welche mit einem Antibiotikum versetzt waren. Die Inkubation der Platten erfolgte über 
Nacht bei 37 °C. 
 
3.3.2 Kolonie PCR 
 
Um nach einer Klonierung die erfolgreiche Insertion des Fragments zu überprüfen, wurde 
mit den auf den Agar-Platten befindlichen Kolonien eine PCR durchgeführt. Die Kolonien 
wurden dazu mit einer Pipettenspitze von der Agarplatte abgenommen und auf einer 
neuen Agarplatte ausgestrichen. Mit dieser Pipettenspitze wurde im Anschluss ein bereits 
vorbereiteter PCR-Ansatz (siehe 3.2.2) mehrfach pipettiert, sodass sich die noch 
anhaftenden Bakterien mit ihm vermischten. Durch eine Gelelektrophorese mit den 
entstandenen PCR-Produkten konnte im Anschluss eine Aussage über den Ligationserfolg 
getroffen werden. Positive Bakterienklone konnten dann von der zweiten Agar-Platte zur 
weiteren Kultivierung und Plasmidpräparation in antibiotikahaltiges Nährmedium überführt 
werden. Dabei werden vorzugsweise Primer eingesetzt, die auf dem Plasmidbackbone 
beidseits des eingefügten Inserts binden, so dass die PCR in jedem Fall ein Amplifikat 
ergibt und sich der Erfolg der Klonierung durch ein größeres Amplifikat zeigt. Dadurch wird 
ausgeschlossen, dass ein negatives Ergebnis auf dem Versagen der PCR, z.B. durch den 
Einsatz von zu wenig oder zu viel Bakterien, beruht. 
 
3.4 Aufreinigung von DNA 
 
Die Reinigung sowohl von Plasmid-DNA als auch von PCR-Produkten erfolgte mit dem  
„Wizard® SV Gel and PCR Clean-Up“ System von Promega gemäß Herstellerprotokoll. Mit 
diesem Kit wurde sowohl DNA in Lösung, als auch aus Agarosegelen ausgeschnittene 
DNA-Banden aufgereinigt. Die Methode beruht dabei auf der Tatsache, dass DNA pH-Wert 
abhängig an eine Festphase oder Membran (in diesem Fall aus Siliziumdioxid) bindet. 
Durch eine hohen Salzgehalt und pH-Wert in dem Bindungspuffer wird die DNA an die 
Membran gebunden. Durch 2 Waschschritte (mit K3PO4 bei einem Ph-Wert von 8) erfolgt 
die Reinigung der Nukleinsäure, welche anschließend mit Wasser eluiert werden kann. 
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3.5 Gelelektrophorese 
 
Zur Überprüfung der bei PCR, Restriktionsverdauen oder Plasmidpräparationen 
entstanden Produkte wurden diese elektrophoretisch in einem Agarosegel aufgetrennt. Die 
Konzentration der Agarosegele richtete sich hierbei nach der Größe des Produktes und 
reichte von 0,75 %, z.B. für das Vektorplasmid pGJ3-eGFP, bis 2 % für PCR-Produkte. Zur 
Herstellung des Gels wurde die entsprechende Menge Agarose in TAE-Puffer gegeben 
und durch Erhitzung in einer Mikrowelle gelöst. Um die DNA sichtbar zu machen wurde 
dem auf 60 °C abgekühltem Gel Ethidiumbromid (Endko nzentration im Gel 0,5 µg/ml) 
hinzugegeben. Anschließend wurde das Gel in die Gelkammern gegossen und ein 
passender Kamm für die Proben eingesetzt. Nach einer Abkühlphase von ungefähr 20 
Minuten wurde das Agarosegel in die Gelkammer mit Laufpuffer eingesetzt. Nachdem die 
Proben zusammen mit dem Auftragspuffer (1 µl pro 5 µl Probe) in die Geltaschen pipettiert 
wurden, erfolgte die elektrophoretische Auftrennung bei 100 V für 20 bis 30 Minuten. Zur 
Größenbestimmung wurde der „DNA Ladder Mix“ (Fermentas) verwendet. Die 
Visualisierung und Dokumentation erfolgte mit dem LumiImager. Die aufgenommenen 
Bilder wurden digital gespeichert. 
Falls  nach der elektrophoretischen Auftrennung die DNA gewonnen und weiterverwendet 
werden musste, erfolgte die Visualisierung mit einer UV-Tischlampe. Diese erzeugt UV-
Strahlen mit höheren Wellenlängen, so dass die DNA nicht so stark wie im LumiImager 
beschädigt wird. 
 
3.6 Plasmid-Präparation 
 
Die Isolation von Plasmid-DNA erfolgte mit kommerziell erhältlichen Reagenziensystemen. 
Das Minipräparationskit von Macherey & Nagel wurde zur Isolation von DNA aus einer 
Bakterienkultur von bis zu 7 ml verwendet. Das Maxipräparationskit der Firma Sigma 
wurde zur  Gewinnung großer Mengen Plasmid-DNA aus Übernachtkulturen von 100 ml 
verwendet. Die Präparation erfolgte bei beiden Reagenziensystemen entsprechend des 
Herstellerprotokolls. 
Grundlage dieser Methode ist die alkalische Lyse der Bakterienkulturen. Hierzu wird NaOH 
verwendet. Im sich anschließenden Neutralisationsschritt mit Natriumazetat erfolgt die 
Präzipitation der Zellproteine und der großen chromosomalen DNA, während die Plasmide 
in Lösung bleiben. Im Anschluss wird die Plasmid DNA analog dem Unterpunkt 
Aufreinigung von DNA (siehe 3.4) isoliert. 
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3.7 Sequenzierung 
 
Die Sequenzierung erfolgte nach der Sanger Methode. Als Grundlage hierfür dienen 
Didesoxynukleotide, die zusätzlich eine unterschiedliche Fluoreszenzmarkierung für jede 
der vier Basen aufweisen. Die Didesoxynukleotide werden während der 
Sequenzierreaktion zufällig in den entstehenden DNA-Strang eingebaut und verhindern 
dann eine Fortsetzung der Elongationsphase. Es entstehen somit unterschiedlich lange 
DNA-Fragmente, die anschließend in einer Kapillarelektrophorese der Größe nach 
aufgetrennt werden können. Im Gerät werden diese Fragmente dann mit Laserlicht 
angeregt, wobei durch die spezifische Emission der markierten Didesoxynukleotide eine 
Bestimmung der Basenabfolge möglich ist. 
Im eingesetzten Premix der Firma Abimed sind bereits alle notwendigen Reagenzien, wie 
Puffer, Polymerase, dNTPs und ddNTPs, enthalten. Die verwendete Menge DNA sollte 
zwischen 200 und 500 ng bei Plasmid-DNA und 100 ng bei PCR-Produkten (hier ungefähr 
3 µl) liegen. Damit wird sichergestellt, dass ein möglichst optimales Verhältnis zwischen 
Ausgangs-DNA und Primern besteht, um die gewünschte Fragmentlänge sequenzieren zu 
können. Die Sequenzierung erfolgte mit dem in Tabelle 8 angegebenem Programm.  
 
                  
  Mastermix für Sequenzierungen     Temperatur Zeit Zyklen 
          
  x µl Template   Denaturierung 95 °C 180 s 1 x 
  4 µl Mastermix   Denaturierung 95 °C 30 s   
  2 µl Primer   Annealing 57 °C 10 s 30 x 
  ad 10 µl DEPC-H₂O   Elongation 60 °C 120 s   
    Kühlung 4 °C ∞ 1 x 
  10 µl Ansatz   
          Tab. 8: PCR Programm und Ansatz für Sequenzierungs-PCR. 
 
Nach der Sequenzierreaktion mussten die Fragmente gefällt und gereinigt werden, um sie 
von den Primern, Nukleotiden, Salzen und der Polymerase zu befreien. 
Dem Produkt der Sequenzierreaktion wurde 80 µl HPLC-Wasser und 10 µl 3 M Natrium-
Acetat mit einem pH-Wert zwischen 4,6 und 4,8 hinzugefügt und nach dem Mischen in ein 
neues Eppendorf-Gefäß überführt. Nach Zugabe von 250 µl absolutem Ethanol wurde die 
Lösung auf einem Mixer ungefähr 5 sek gemischt und anschließend bei Raumtemperatur 
und 20800 g für 35 Minuten zentrifugiert. Der Überstand wurde danach vorsichtig 
abgegossen und 250 µl 70 %iges Ethanol hinzugeben. Es schloss sich ein erneuter 
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Zentrifugationsschritt für 15 Minuten an, der ebenfalls bei Raumtemperatur und 20800 g 
durchgeführt wurde.  Der Überstand wurde wieder abgegossen und das DNA-Pellet in 
einer Vakuumzentrifuge für ca. 10 min getrocknet. Das so gewonnene Pellet kann auf -20 
°C gelagert werden. Als Vorbereitung auf die Sequen zierung wird das DNA-Pellet in 20 µl 
Hi-Di Formamid gelöst. 
Die Detektion erfolgte im Sequenziergerät ABI Prism 310 von Genetic Analyzer. 
 
3.8 Bestimmung der DNA-Konzentration 
 
Die Bestimmung der DNA Konzentration wurde mit Hilfe eines Spektralphotometers 
(Nanodrop ND-1000, PeqLab, Erlangen) durchgeführt. Dazu wurde 1 µl der jeweiligen 
Puffer als Referenz aufgetragen, gemessen und so der Nullwert ermittelt. Anschließend 
wurden die Proben aufgetragen und die Konzentration bestimmt. 
 
3.9 Transfektion 
 
Die Einbringung von Fremd-DNA in eukaryotische Zellen bezeichnet man als Transfektion.    
Unter den zahlreichen Methoden wurden hier die Transfektion mit kationischen Lipiden 
und kationischen Polymeren verwendet. 
 
Lipofectamin 
 
Lipofectamin ist ein kationisches Lipid und wurde für die Herstellung von rekombinanten 
Viruspartikeln während des Transduktionsvergleiches von SIV, HIV und MoMLV genutzt. 
Es interagiert im wässrigen Millieu mit den negativ geladenen Nukleinsäuren. Es kommt 
zur Bildung von Liposomen, die aufgrund ihres zur Zellmembran ähnlichen Aufbaues mit 
ihr fusionieren können und so die DNA in das Zellinnere transferieren. 
 
Die Transfektion wurde in einer 24 Kavitätenplatte durchgeführt, die Angaben beziehen 
sich jeweils auf eine Kavität. Die Zellen wurden so ausplattiert, dass zum Zeitpunkt der 
Transfektion eine 90 %ige Konfluenz vorlag. 
Es wurden jeweils 2 µl Lipofectamine und eine definierte Menge aufgereinigter DNA in 50 
µl OptiMEM gegeben und bei Raumtemperatur für 5 Minuten inkubiert. In Anschluss wurde 
das Lipofectamine-Gemisch auf die verdünnte DNA gegeben. In der folgenden, 20 
minütigen Inkubationsphase, formten sich die DNA-Lipofectamine-Komplexe. Bevor das 
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Transfektionsgemisch auf die Zellen gegeben werden konnte, mussten die Zellen zweimal 
mit OptiMEM gewaschen werden. Auf diese Weise wurde das restliche FKS entfernt, da es 
sich sonst mit dem Lipofectamie verbunden und so die Transfektion gehindert hätte. Nach 
Zugabe des DNA-Lipofektamin-Gemisches wurde zusätzlich noch 500 µl OptiMEM pro 
Kavität hinzugegeben, um ein Austrocknen der Zellen zu verhindern. Nach einer 
Inkubationszeit von 5 bis 6 h wurde das Transfektionsgemisch abgenommen und durch 1 
ml des entsprechenden Mediums ersetzt. 
 
PEI (Polyethylenimin) 
 
PEI ist ein kationisches Polymer, das mit der DNA einen Komplex bildet und dann 
endozytotisch in die Zelle aufgenommen wird. PEI wurde für die Herstellung 
rekombinanter HI-Viruspartikel verwendet (siehe 3.10). Es ist dabei zu beachten, dass PEI 
in verschiedenen Molekülgrößen hergestellt wird, die sehr unterschiedliche 
Transfektionseffizienzen besitzen. So besitzt die in dieser Arbeit verwendete 25 kDa 
schwere verzweigte Variante eine 3-fach höhere Effizienz als beispielsweise die 1200 Da 
schwere Variante (Abb. 8). 
 
                
 
Abb. 8: Vergleich der Transfektionseffizienz von PEI mit unterschiedlichen Molekulargewichten. Das 
linke Bild zeigt PEI mit einer Größe von 25 kDa, das rechte die 1200 Da große Form. Zur Transfektion 
wurden die gleichen Mengen des Plasmids DsRed (4000 ng) verwendet, welches RFP exprimiert. Als 
Zelllinie wurden 293T Zellen verwendet, welche zum Transfektionszeitpunkt einen konfluenten Zellrasen 
bildete. Die schwerere Form hat eine Transfektionseffizienz von 10,2 %, die 1200 Da schwere Form eine 
Effizienz von 3,0 %.  
 
Die Angaben beziehen sich jeweils auf eine Kavität einer 6 Kavitätenplatte. Bei der 
Transfektion war der Zellrasen zu 90% konfluent. Dazu wurden 24 h vor Beginn der 
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Transfektion 0,75 x 106 Zellen pro Kavität ausplattiert. Eine mittlere Zellkulturflasche hat 
dieselbe Wachstumsfläche wie 8 Kavitäten einer 6 Kavitätenplatte. 
Das zu transfizierende Plasmid und  PEI (1 mg/ml) wurde, in zwei getrennten Ansätzen, in 
die entsprechenden Menge OptiMEM gegeben (Tab. 9) und für 30 Minuten inkubiert. 
Anschließend wurde die PEI-Lösung auf die DNA gegeben, gefolgt von einem weitereren 
30 minütigen Inkubationsschritt, in dem sich die Komplexe formierten. Bevor das DNA-
PEI-Gemisch auf die Zellen gegeben wurde, wurden diese einmal mit OptiMEM 
gewaschen. Damit die Zellen nicht austrocknen, wurde ebenfalls zusätzliches OptiMEM 
hinzugegeben. Nach 5 bis 6 h wurde das Transfektionsgemisch entfernt und durch 2 ml 
des entsprechenden Mediums ersetzt. 
 
Reagenz 6-Kav.-Platte  
(9,6 cm2/Kav.) 
mittlere Zellkultur-
flasche  
(75 cm2) 
PEI 60 µl 80 µl 
OptiMEM 800 µl 1067 µl 
zusätzliches Medium 4400 µl 5867 µl 
Gesamtvolumen 5260 µl 7014 µl 
 
Tab. 9: Aufstellung der während der Transfektion verwendeten Reagenzien. Es ist zu beachten, dass 
die Angabe für OptiMEM das Gesamtvolumen der beiden, im ersten Inkubationsschritt getrennten Ansätze 
für PEI und die DNA ist. 
 
3.10 Produktion rekombinanter Viruspartikel  
 
Es wurde abhängig vom entsprechenden Virus mit einem 2 oder einem 3 Plasmidsystem 
gearbeitet. Die angegebenen Werte beziehen sich auf die Transfektion einer ganzen 6 
Kavitätenplatte. 
 
3.10.1 Humanes Immundefizienzvirus (HIV) 
 
Um die rekombinanten HIV Partikel herzustellen wurden 2 Plasmide kotransfiziert. Der 
Shuttle-Vektor pGJ3 kodiert die für die Virusprodunktion wichtigen Steuerelemente Gag 
und Pol, sowie für alle Informationen, die für die Integration genetischen Meterials in das 
Zellgenom nötig sind. Desweiteren enthält es je nach genutztem Plasmid die Information 
für eGFP (pGJ3-eGFP) und für die siRNA Sequenzen (z.B. pGJ3-eGFP-IV). Die 
                                                                                                                                Methoden 
________________________________________________________________________ 
42 
 
Informationen für das Envelope-Protein wurden deletiert, so dass die entstehenden 
Partikel replikationsdefizient sind. Diese können nur durch die Kotransfektion eines 
zweiten Plasmides entstehen, welches für das G-Protein des vesikulären Stomatitisvirus 
(VSV) kodiert. Dieses Hüllprotein (VSV-G) sorgt für eine Erweiterung des Wirtsspektrums, 
da es als Rezeptor ubiquitär vorkommende phosphorylierte Proteine auf der Zelloberfläche 
erkennt. Die HIV Partikel werden somit pseudotypisiert. 
Für die Transfektion wurden 20 µl des Shuttlevektors und 4 µl des Hüllplasmids 
eingesetzt. Der virushaltige Überstand wurde 48 h nach Transfektion von den Zellen 
abgenommen und in ein 50 ml Falcon Gefäß überführt. Um restliche Zelltrümmer zu 
entfernen wurde der Überstand für 5 Minuten bei 4 °C und 1000 g zentrifugiert. Danach 
erfolgte die Aliquotierung zu je 1 ml und Lagerung bei -80 °C. 
 
3.10.2 Simianes Immundefizienzvirus (SIV) 
 
Das in dieser Arbeit verwendete lentivirale System basierend auf SIV besteht aus drei 
Plasmiden. Im Gegensatz zum HIV Vektor sind die Bereiche für Gag und Pol (Sgp∆2), die 
für die Proteine codieren, welche für den viralen Replikationszyklus essentiell sind, vom 
Restgenom (Vig∆BH), welches für die Transduktion der Zielzellen nötig ist und unter 
anderem die Sequenzen für das Fluoreszenzprotein GFP und die LTRs enthält,  getrennt. 
Der deletierte Env-Bereich erfordert bei diesem System ebenfalls ein VSV-G 
produzierendes Verpackungsplasmid. Die Transfektion wurde analog dem HIV System 
durchgeführt, mit dem Unterschied, dass für jedes Plasmid 8 µg DNA eingesetzt wurde. 
 
3.11 Transduktion von Zelllinien mit rekombinanten pseudotypisierten Viren 
 
Lentiviren können sowohl sich teilende Zellen als auch enddifferenzierte Zellen infizieren. 
Um eine möglichst hohe Transduktioneffizienz zu erreichen wurden die hier verwendeten 
Zellen in Suspension infiziert. Dafür wurden die Zellen wie im Kapitel Zellkultur (siehe 3.1)   
trypsinisiert und gezählt. Anschließend wurden 0,1 x 105 Zellen in ein Eppendorf-
Reaktionsgefäß überführt und bei 22 °C für 5 Minute n bei 900 g zentrifugiert. Der 
Überstand wurde danach vorsichtig abgenommen. Zwischenzeitlich erfolgte ein möglichst 
schnelles Auftauen der bei -80 °C gelagerten Virusü berstände. Das Zellpellet wurde mit 
500 µl des Virusüberstandes resuspendiert und anschließend in eine Kavität einer 24 
Kavitätenplatte überführt. Nach einer Inkubationsphase von 6 h erfolgte die Zugabe von 
500 µl des der Zelllinie entsprechenden Mediums. Am nächsten Morgen wurden die Zellen 
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erneut gewaschen und trypsinisiert. Nach dem Zentrifugieren erfolgte die nochmalige 
Aufnahme in 500 µl Virusüberstand. Dieser Schritt wurde noch ein weiteres Mal 
durchgeführt bis die Zellen in Standardmedium weiter kultiviert wurden. 
 
3.12 Ermittlung der Transduktionseffizienz 
 
Die Transduktionseffizienz konnte durch die Expression von GFP bestimmt werden, dass 
sowohl mit HIV, als auch mit SIV in das Wirtsgenom integriert wurde. Die transduzierten 
Zellen konnten im Fluoreszensmikroskop optisch identifiziert werden. 
Eine Quantifizierung der transduzierten Zellpopulation erfolgte mit dem 
Durchflusszytometer (FACS). 
Die Zellen wurden nach der Transduktion durch Trypsinierung von der Oberfläche des 
Kulturgefäßes abgelöst, resuspendiert und dreimal mit PBS/BSA (1%) gewaschen. Nach 
jedem Waschschritt wurden die Zellen bei 220 x g für 4 min zentrifugiert. Optional wurden 
sie anschließend durch Zugabe von 0,5 ml 2 % PFA während einer 15 minütigen 
Inkubation bei 4°C fixiert. Dem folgten dann nach E ntfernung des PFA drei weitere 
Waschschritte.  
Zuletzt wurden die Zellen in 0,5 ml 1xPBS/BSA resuspendiert und am Durchflusszytometer 
gemessen, wobei die Quantifizierung als Auftragung der Zellzahl ( Ereignisse, counts) 
gegen die Grünfluoreszenz erfolgte (Intensitätsbereich von 100 bis 104). Eine Messung 
beinhaltete dabei 10.000 Ereignisse. 
 
3.13 Nachweis der RNAi auf mRNA-Ebene 
 
Durch den Mechanismus der RNA-Interferenz kommt es zu einer verminderten bzw. 
inhibierten Bildung von Proteinen. Dies wird dadurch erreicht, dass die entsprechende 
mRNA durch die siRNA degradiert wird. Die Abnahme der mRNA wurde daher bestimmt. 
 
3.13.1 RNA Isolation 
 
Die Zellen aus einer Kavität einer 24 Kavitätenplatte oder einer Kavität einer 6 
Kavitätenplatte wurden trypsinisiert, in Suspension gebracht und in ein Eppendorfgefäß 
überführt. Die Menge der zur Isolation weiterverwendeten Zellen betrugen 9/10 bei der 24 
Kavitätenplatte und 1/3 bei der 6 Kavitätenplatte. Die übrigen Zellen wurden zur weiteren 
Kultur verwendet. Nach der Überführung in das Eppendorfgefäß wurden die Zellen in der 
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Zentrifuge bei 1000 g und 4 °C für 5 Minuten pellet iert und der Überstand entfernt. In das 
Eppendorfgefäß wurde nun 1 ml Trifast (PeqGold®) gegeben und das Pellet durch 
zusätzliches Schütteln (Vortexer) lysiert. Nun wurden 200 µl Chloroform hinzugegeben und 
das Gefäß erneut für mindestens 15 sek geschüttelt. Nach einer Inkubationsphase von 2 
bis 3 Minuten wurde eine Phasentrennung durch Zentrifugation bei 12.000 g und 4 °C für 
15 Minuten erreicht. Es bildeten sich eine untere Phenol-Chloroform-Phase, welche die 
DNA enthält, ein Interphasenring, der die Proteine enthält und eine obere wässrige Phase, 
in der sich die RNA befindet. Die obere wässrige Phase wurde vorsichtig abgenommen 
und weiter verwendet. Die beiden übrigen Phasen können bei 4 °C für spätere Protein- 
oder DNA-Isolationen aufbewahrt werden. Zur wässrigen Phase wurde 0,5 ml Isopropanol 
hinzugegeben und nach einer Inkubationsphase von 10 Minuten bei RT die Probe für 15 
Minuten bei 4 °C und 12.000 g zentrifugiert. Nach d em Abgießen des Überstandes erfolgte 
ein Waschschritt, der zweimal wiederholt wurde. Dafür wurde 1 ml 75 %iges Ethanol in 
das Eppendorfgefäß gegeben, dieses dann kurz gevortext und für 10 Minuten bei 12.000 g 
und 4 °C zentrifugiert. Nachdem der Überstand abgeg ossen wurde, erfolgte ein ca. 10 
minütiger Trockenschritt in der Vakuumzentrifuge, um Ethanolreste zu entfernen. 
Anschließend wurde das RNA-Pellet durch Zugabe von 50 µl RNase freiem Wasser bei 
60°C für 10 Minuten gelöst, zu 10 µl aliquotiert und bei -80 °C gelagert. Die Messung der 
RNA erfolgte dann innerhalb von einer Woche. 
 
3.13.2 Reverse Transkription 
 
Um eine optimale Primer-Template-Bindung zu erreichen wurde der eigentlichen reversen 
Transkription ein Prä-Annealing Schritt vorangestellt. Durch die Verwendung von 
Oligo(dT)18-Primern, die nur das poly(A)-Ende der mRNA binden, wurde erreicht, dass nur 
mRNA durch die reverse Transkriptase in cDNA umgeschrieben wurde. Die Umschreibung 
erfolgte für 1 h bei bei 50 °C, gefolgt von 70 °C f ür 15 Minuten, um das Enzym zu 
inaktivieren. Tab. 10 zeigt den zugehörigen Reaktionsansatz.  
 
          
  Reverse Transkription   Tab. 10: Ansatz für die Reverse Transkription. 
    
  3 µl RNA   
  0,5 µl Oligo(dT)18-Primer    
  1,5 µl DEPC-H₂O   
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 Prä-Annealing bei 65 °C für 5 min; danach Zugabe v on: 
 
 
 
          
  5 µl Puffer (5x)   
  1 µl DTT (0,1 M)   
  0,5 µl dNTPs   
  1 µl RNAse Inhibitor (40 u/µl)   
  1 µl Superscript III   
  11,5 µl DEPC-H₂O   
    
  25 µl Ansatz   
          
 
Um Rückschlüsse auf die mRNA zu ziehen, musste die gebildete cDNA in einem weiteren 
Schritt quantifiziert werden. Dies fand durch eine real time PCR (LightCycler, Roche, 
Mannheim) statt. 
 
3.13.3 Quantitative real time-PCR (qRT-PCR) 
 
Während der qRT-PCR wird die Zunahme der DNA gemessen. Dies geschieht mit dem  
[Ethidiumbromid ähnlichen] Fluoreszenzfarbstoff SybrGreen. Er bindet unspezifisch an 
derkleine Windung der Doppelhelix der dsDNA und sendet nach optischer Anregung am 
Ende der Elongationsphase ein Signal aus. Dieses Signal ist proportional zur Menge der 
amplifizierten dsDNA. Dieser Wert wird gegen die PCR-Zyklenzahl aufgetragen. Der 
„crossing Point“ beschreibt hier jeweils den Zyklus, bei dem sich das Fluoreszenzsignal 
erstmals signifikant von der Hintergrundfluoreszenz abhebt. Die Quantifizierung erfolgt 
hierbei über die parallele Messung der PCR eines Plasmids mit bekannter Konzentration. 
Auf diese Weise kann eine Standardkurve erstellt werden, an der die gemessenen Werte 
normiert werden. Als Plasmid diente hierfür peMV-, welches das gesamte Genom des 
Masernvirus in Negativorientierung enthält. Um zusätzlich noch die Variation 
auszugleichen, die durch die RNA-Isolation leicht unterschiedlicher Zellmengen entstand, 
wurden bei allen Proben zusätzlich noch die mRNA von ß-Aktin quantifiziert. Es dient hier 
als Houskeeping-Gen und ist in allen Zellen in annähern gleicher Konzentration 
vorhanden. Die Standardisierung erfolgte ebenfalls wieder über eine Referenzkurve, die 
mit dem Plasmid p-ßAC erstellt wurde (Tab. 11). 
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  MV-N –PCR     ß-Aktin-PCR   
        
  5 µl Template     5 µl Template   
  0,5 µl MV1     0,5 µl ßAc s   
  0,5 µl MV2     0,5 µl ßAC as   
  0,5 µl dNTPs     0,5 µl dNTPs   
  2 µl Puffer (10x)     2 µl Puffer (10x)   
  1,4 µl MgCl₂ (50 mM)     1 µl MgCl₂ (50 mM)   
  0,5 µl BSA     0,5 µl BSA   
  4 µl Sybr Green     4 µl Sybr Green   
  0,2 µl taq Polymerase     0,2 µl taq Polymerase   
  5,4 µl DEPC-H₂O     5,8 µl DEPC-H₂O   
        
  20 µl Ansatz     20 µl Ansatz   
                    
 
Tab. 11: Ansätze für die Realtime PCR. Links ist der Ansatz für die Bestimmung der mRNA des N-Gens 
dargestellt, rechts das housekeeping Gen ß-Aktin. 
 
Die Ansätze für den LightCycler wurden jeweils in Glaskapillaren pipettiert und dann in 
einer speziellen Zentrifuge bei 3000 rpm für 15 sek zentrifugiert. Damit wurde 
sichergestellt, dass sich der gesamte Ansatz in der Glaskapillare befindet. Die qRT-PCR 
Programme sind in den Tabellen 12 und 13 dargestellt. Abbildung 9 zeigt beispielhaft eine 
Referenzkurve für ß-Aktin. 
 
Abb. 9: Bespielhafte 
Darstellung einer 
Referenzkurve für ß-
Aktin. Die Fluoreszenz ist 
gegen die Zyklenzahl 
aufgetragen. Die 
erstellung erfolgte mit 
einer definierten Menge an 
Ausgangsplasmid. (Die 
Mengen sind von links 
nach rechts: 5x108 bis 
5x104 Kopien. 
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Programm: 
Denaturierung 
Zyklen: 1 
   
Segment Temp. [°C]  Zeit [sek] Slope [°C/s]  Fluoreszenzmessu
ng 
1 95 30 20 keine 
     
Programm: 
Amplifikation 
Zyklen: 34 
   
Segment Temp. [°C]  Zeit [sek] Slope [°C/s]  Fluoreszenzmessu
ng 
1 95 1 20 Keine 
2 60 10 20 Keine 
3 72 15 20 Keine 
4 82 0 20 Einzeln 
     
Programm: 
Schmelz-
Analyse 
Zyklen: 1 
   
Segment Temp. [°C]  Zeit [sek] Slope [°C/s]  Fluoreszenzmessu
ng 
1 95 0 20 Keine 
2 40 0 20 Keine 
3 60 0 20 Keine 
4 97 0 0,1 kontinuierlich 
     
Programm: 
Kühlung 
Zyklen: 1 
   
Segment Temp. [°C]  Zeit [sek] Slope [°C/s]  Fluoreszenzmessu
ng 
1 40 30 20 keine 
 
Tab. 12: Übersicht über das Verwendete qrt-PCR Programm zu Quantifizierung der ß-Aktins DNA.  
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Programm: 
Denaturierung 
Zyklen: 1 
   
Segment Temp. [°C]  Zeit [sek] Slope [°C/s]  Fluoreszenzmessu
ng 
1 95 30 20 keine 
     
Programm: 
Amplifikation 
Zyklen: 50 
   
Segment Temp. [°C]  Zeit [sek] Slope [°C/s]  Fluoreszenzmessu
ng 
1 95 2 20 Keine 
2 58 2 20 Keine 
3 72 15 20 Keine 
4 82 0 20 Einzeln 
     
Programm: 
Schmelz-
Analyse 
Zyklen: 1 
   
Segment Temp. [°C]  Zeit [sek] Slope [°C/s]  Fluoreszenzmessu
ng 
1 95 0 20 Keine 
2 40 0 20 Keine 
3 60 0 20 Keine 
4 97 0 0,1 kontinuierlich 
     
Programm: 
Kühlung 
Zyklen: 1 
   
Segment Temp. [°C]  Zeit [sek] Slope [°C/s]  Fluoreszenzmessu
ng 
1 40 60 20 keine 
 
Tab. 13: Übersicht über das Verwendete qrt-PCR Programm zu Quantifizierung des MV-N Gens.  
 
Eine Schmelzkurve am Ende jeden Laufes diente dazu, die Spezifität der Amplifikate zu 
bestätigen. Die Proben wurden hierzu von 60 auf 95 °C erhitzt und die Fluoreszenz aller 
0,1 °C gemessen. 
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4. Ergebnisse  
 
4.1 Herstellung von siRNA-Expressionskassetten (SEC) 
 
Die Expression der siRNA in der Zelle erfolgt durch eine siRNA-Expressionskassette 
(SEC). Diese beinhaltet einen Polymerase III Promotor und bildet eine haarnadelförmige 
RNA (short hairpin RNA; shRNA), welche dann über die Prozession von Dicer zu siRNA in 
den RISC aufgenommen wird und so die Degradation der Ziel-mRNA vermittelt. Die in 
dieser Arbeit verwendeten SEC bestehen aus dem humanen H1 Promotor, einem sense- 
und einem antisense-Bereich, welche durch eine 9 bp lange Schleife (loop) miteinander 
verbunden sind. Die Sequenzen wurden so gewählt, dass diese zwei unterschiedliche, 
konservierte Regionen auf der mRNA des N-Genes erkennen. Im Folgenden werden diese 
als SEC I und SEC IV bezeichnet. Zusätzlich findet eine weitere SEC Verwendung, die als 
Kontrolle dient und als SEC Scramble bezeichnet wird. Im Folgenden sind, wenn nicht 
anders bezeichnet, die Größenangaben der PCR Produkte jeweils für SEC I und IV 
angegeben. 
Die Herstellung und Überprüfung der Funktionsfähigkeit dieser Sequenzen war 
Gegenstand einer Diplomarbeit (Fabian, 2004). Die Klonierung der SECs erfolgte in den 
Plasmidvektor pCRII Topo®. Die so entstandenen Plasmide pCRII-SEC I, pCRII-SEC IV 
und pCRII-SEC Scramble bildeten den Ausgangspunkt für die dann durchgeführten 
Experimente.    
 
4.2 Sequenzierung des H1 Promotor in der C6 Zelllinie 
 
Die bereits im Labor vorhandenen SECs enthalten den humanen H1 Promotor. Es musste 
deshalb  zunächst überprüft werden, ob die Sequenz dem des Rattenpromotors entspricht, 
da als Modellsystem für die virale Persistenz die Zelllinie C6/SSPE diente. Diese ist eine 
persistierend mit Masern infizierte Zelllinie, die auf den aus der Ratte stammenden C6-
Zellen beruht. Es erfolgte eine Sequenzierung der H1 Sequenz aus dem Genom der C6-
Zellinie. Dazu wurde die genomische DNA  aus C6 Zellen extrahiert und eine 
Sequenzierungs-PCR mit dem Primer H1-F durchgeführt. Es zeigte sich, dass der humane 
H1 Promotor zu 100% mit dem der Ratte übereinstimmt. 
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4.3 Herstellung rekombinanter viraler Vektoren 
 
Die Grundlage für das in dieser Arbeit verwendete System bildet das Humane 
Immundefizienzvirus (HIV). Der folgende Abschnitt befasst sich zum einen mit den 
Klonierungsschritten, die für die Herstellung des transgenen Vektors durchgeführt wurden 
und zum anderen mit der Herstellung bzw. Optimierung der Produktion pseudotypiserter 
Vektorpartikel und ihrem Einsatz in Gliazellen der Ratte. 
 
4.3.1 Klonierung der SECs in den Vektor 
 
Das lentivirale Vektorsystem besteht aus zwei unterschiedlichen Plasmidkomponenten. 
Das Vektorgrundgerüst befindet sich auf dem Plasmid pGJ3-eGFP (12540 bp), einer 
Modifikation von pGJ3, das zusätzlich das Gen für das grün fluoreszierende Protein (GFP) 
enthält, um eine optische Kontrolle des Transfektions- bzw. Transduktionserfolges zu 
ermöglichen. Das Plasmid pHit-G codiert für das G-Protein des Vesikulären Stomatitisvirus 
(VSV) und wird für die Pseudotypisierung der viralen Vektoren verwendet. 
Zur Herstellung entsprechender Mengen der Plasmide wurden chemisch kompetente 
Bakterien transformiert und anschließend in Ampicillin haltigem Nährmedium kultiviert. 
Nach der DNA Präparation wurden die Plasmide durch einen analytischen 
Restriktionsverdau mit Esp3I, einer im weiteren Verlauf für die Klonierung essentiellen und 
nur einmalig vorkommenden  Schnittstelle überprüft (Abb. 10). Es zeigte sich, dass die 
Linearisierung des 12,5 kbp (pGJ3-eGFP) bzw. 11,3 kbp (pGJ3) großen Plasmids 
erfolgreich war.    
 
 
 Abb. 10: Analytischer Verdau der Plasmide pGJ3-eGFP (12,5 kbp) und pGJ3 (11,3 kbp) mit Esp3I. Es 
ist zu beachten, dass durch die Gelelektrophorese der Größenunterschied der beiden Plasmide nicht mehr 
dargestellt werden kann.  
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Für die Intergration der Expressionskassetten in das Genom der Zielzellen ist es nötig 
diese in dem Bereich zwischen dem 5‘ und 3‘ LTR einzufügen. In diesem 
Sequenzabschnitt befindet sich als einzig mögliche Restriktionsschnittstelle die 
Erkennungssequenz von Esp3I. Esp3I ist ein Enzym, das nach der Erkennung seiner 
Zielsequenz einen aus 4 Basen bestehenden 5‘ Überhang erzeugt, ohne seine 
Zielsequenz selbst zu zerschneiden. Für die Erzeugung der Inserts für die Klonierung 
wurden die Plasmide pCRII-SEC-I, IV und Scramble verwendet. Unter Verwendung des 
Primerpaares SP6 und T7 wurden durch PCR Amplifikate in der Größe von 484 bp 
erzeugt. Mit SP6 und T7 werden im Folgenden nicht die beiden in pCRII vorhandenen 
Promotoren, sondern Primer der gleichen Sequenz bezeichnet. 
 
Diese Inserts wurden dann innerhalb verschiedener Klonierungsstrategien (Cut-, Blunt-
End- und T/A-Ligationen) erfolglos verwendet, um die SECs in pGJ3-eGFP zu klonieren. 
Es wurde deshalb ein zusätzlicher Zwischenschritt nötig, um größere überhängende 
Enden an den Inserts zu erzeugen. Die Klonierungsschritte dazu sind im Folgenden 
beschrieben und in Abbildung 11 schematisch dargestellt.   
 
 
Abb. 11: Klonierungsschema, das die einzelnen Schritte zur Erstellung des rekombinanten HIV 
Vektors darstellt. Es ist beispielhaft die Erstellung des Vektors pGJ3-eGFP-SEC-IV dargestellt. 
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Klonierung durch Anfügen von Esp3I-Schnittstellen an die Inserts 
 
Ausgangspunkt für die neue Klonierungsstrategie waren ebenfalls die Plasmide pCRII-
SEC-I, IV und Scramble. Es erfolgte die Amplifikation neuer Inserts über modifizierte SP6 
und T7 Primer, welche am 5‘-Ende eine Esp-3I Erkennungssequenz beinhalteten. Da das 
Restriktionsenzym einen Überhang in der Form 5' - NNNN erzeugt, wurden die mit N 
gekennzeichneten Basen so gewählt, dass sie komplementär der im Vektorkonstrukt 
pGJ3-eGFP vorhandenen Basen waren (Abb. 12). Aufgrund der längeren Primer wurde 
ein Produkt erzeugt, dass 532 bp lang war (Abb. 13).  
 
 
 
Abb. 12: Schematische Darstellung der Erzeugung von SEC-Inserts, welche 
Restriktionsschnittstellen für Esp3I enthalten. Als Ausgangsprodukte dienten die pCRII-SEC Plasmide, 
welche die entsprechenden SEC enthalten. Die Schnittstelle wurde durch überhängende SP6 und T7 
Klonierungsprimer angefügt, welche die Esp3I Schnittstelle enthielten (SP6-Esp3I und T7-Esp3I). 
 
Aufgrund der schlechten Ligationseffizienz, die sich in den vorherigen 
Klonierungsstrategien zeigte, wurde es nötig große Mengen sowohl des 
Vektorkonstruktes, als auch der Inserts zu erzeugen. Da dieses über 
Plasmidpräparationen am besten zu erreichen war, wurden die SEC-Inserts nach ihrer 
Erweiterung mit der Esp3I Schnittstelle per TOPO T/A Klonierung zur Vervielfältigung in 
pCRII eingebracht (Abb. 14). 
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Abb. 13: Die Abbildung zeigt die per PCR amplifizierten SECs. Es sind jeweils 2 PCR pro SEC 
durchgeführt worden. Diese wurden mit den Primerpaaren SP6 und T7 (B) bzw. SP6-Esp3I und T7-Esp3I (A) 
durchgeführt. Die Zunahme der Amplifikatgröße von 484 bp (Spuren 2,4,6 und 8) auf 532 bp (Spuren 1,3,5 
und 7) wird durch die Einfügung der Esp3I-Schnittstelle hervorgerufen. (SEC Scramble ist zweimal 
aufgetragen; N Negativkontrolle) 
 
 
Abb. 14: Das Schema zeigt die Einfügung der per PCR Amplifizierten SEC-Inserts in pCRII über T/A-
Klonierung. Durch erfolgreiche Klonierung entstanden die pSEC-E Plasmide. 
 
Die Kontrolle der korrekten Insertion erfolgte wie zuvor durch eine Kolonie PCR. Primer 
hierfür war das Paar SP6 und T7. Da bei erfolgreicher Klonierung diese  
Primerbindungsstellen doppelt vorkamen (jeweils in dem Plasmid pCRII und im Insert), 
waren 3 Banden mit den jeweiligen Größen von 484, 601 und 718 bp zu erwarten. Bei 
einer negativen Klonierung wurde eine Bande mit der Größe von 186 bp erwartet (siehe 
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Abb. 15 und 16). 
 
 
 
Abb. 15: Schematische Darstellung der Bindungsstellen für die Primer SP6 und T7 innerhalb von 
pSEC-E. Durch die doppelt vorkommenden Bindungststellen für beide Primer entsteht bei der PCR ein 
dreifaches Bandenmuster. Es kommt zur Bildung von Amplifikaten mit den Längen 484, 601 und 718 
Basenpaaren. Das Amplifikat mit der Größe von 484 bp entspricht dabei dem Insert, ohne Esp3I- 
Schnittstellen. Eine Größe von 601 Basenpaaren entsteht bei Bindung eines Primers auf dem Plasmid, des 
anderen auf dem Insert (SP6 und T7-Esp3I bzw. T7 und SP6-Esp3I). Die Größenzunahme kommt durch 
eine eingefügte Esp3I-Schnittstelle und 93 bp von pCRII zustande. Ein Amplifikat von 701 bp entsteht, wenn 
das Insert komplett in dem PCR-Produkt enthalten ist.   
 
 
Abb. 16: Kolonie PCR mit dem Primerpaaar SP6 und T7. Aufgrund der bei erfolgreicher Klonierung 
jeweils doppelt vorkommenden Bindungsstelle für SP6 und T7 sind Banden der Größen 484, 601 und 718 zu 
erwarten (Spuren 2,3,7,12 und 14). Eine Negative Bande hat die Größe von 186 bp ( Spuren 1 und 4). Für 
weitere Klonierungsschritte wurden nur Plasmde verwendet, die eindeutig die drei erwarteten Banden 
zeigten (* Markierung). Andere Kolonien, welche nur eine Bande (Spuren 5 und 13) oder uneindeutige 
Bandenmuster zeigten (Spuren 8 und 15) wurden wie die negativen ebenfalls nicht weiterverwendet (- 
Markierung). (N Negativkontrolle)  
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Die nach der Kolonie PCR als korrekt bestimmten Plasmide wurden im Anschluss als 
pSEC I-E, für die SEC I bezeichnet. Analog dazu wurde mit SEC IV und Scramble 
verfahren. Im Anschluss wurden für die Gewinnung großer Plasmidmengen 
Bakterienkulturen hergestellt. 
Um das Insert zu gewinnen, das für die Klonierung in pGJ3-eGFP genutzt werden konnte, 
erfolgte als nächster Schritt ein präparativer Restriktionsverdau mit Esp3I. Dieser diente 
zusammen mit einem zusätzlichen EcoRI Verdau als abschließende Kontrolle für die 
erfolgreiche Ligation und die Funktionalität der Esp3I Schnittstelle. Schematisch ist dies in 
Abb. 17 dargestellt. Beim Verdau mit Esp3I wurde eine Bande bei 514 bp erwartet, bei 
dem Verdau mit EcoRI eine Bande bei 316 bp (zusätzlich noch 2 kleinere Fragmente, die 
8 bzw 10 bp groß sind), desweiteren eine Bande, die dem Backbone von pCRII entspricht 
(4 kbp). 
 
 
 
Abb. 17: Schematische Darstellung der Verteilung der Restriktionsschnittstellen für Esp3I und EcoRI 
innerhalb von pSEC-E. Bei den Restriktionsverdauen bleibt in beiden Fällen das Plasmid pCRII übrig (4 
kbp). Bei dem Verdau mit EcoRI entsteht eine Bande von 316bp und zusätzlich noch 2 kleinere Fragmente 
(8 und 10 bp). Bei dem Verdau mit Esp3I entsteht ein Fragment mit der Größe von 514 bp, welches die SEC 
enthält. 
 
Die beiden erwarteten Banden enthalten beide die SEC. Bei Verdau von Esp3I entsteht 
das für die Ligation notwendige Insert, welches aus dem Gel extrahiert und aufgereinigt 
wurde. Um Schäden an der DNA zu vermeiden, wurde auf die Betrachtung des Gels mit 
Hilfe des UV-Transilluminator Multilmage LightCabinet TM26 verzichtet. Es wurde eine 
Tisch-UV-Lampe, die nur niederenergetisches UV-Licht (Wellenlänge 366 nm) erzeugt, 
dazu verwendet, die korrekte Restriktion zu beurteilen und die gewünschte Bande zu 
extrahieren. 
 
Um bei der Überprüfung der Ligation die vorherigen Probleme mit falsch positiven Banden 
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bei der Kolonie-PCR zu vermeiden, wurden Primer entworfen, die auf dem Plasmid binden 
und sowohl bei erfolgreicher, als auch bei nicht erfolgreicher Ligation ein Produkt erzeugen 
sollten. Da sich die beiden Vektorkonstrukte pGJ3 und pGJ3-eGFP nur dadurch 
unterscheiden, dass beim Letzteren ein zusätzliches Reportergen upstream der Esp3I 
Schnittstelle eingeführt wurde, wurden die Primer so gewählt, dass sie theoretisch in 
beiden Systemen zu Anwendung kommen konnten. Die Bindungsstelle für den pGJ3-
Esp3I-rev Primer lag in einem Bereich, der in beiden Plasmiden identisch war. Der Primer 
pGJ3-Esp3I-for bestand aus der Esp3I Erkennungssequenz und lag im Fall von pGJ3-
eGFP direkt hinter dem eGFP Gen. Es zeigte sich, dass dieser Primer bei pGJ3-eGFP 
kein Produkt lieferte, weshalb separate forward Primer für jedes System erstellt wurden. In 
Kombination mit pGJ3-Esp3I-rev entstand beim Primer pGJ3-gfp-Esp3I-forward neu ein 
Produkt in der Größe von 223 bp und beim pGJ3-Esp3I-forward neu Primer ein Produkt in 
der Größe von 270 bp.     
 
Mit den, wie oben beschrieben, neu erzeugten Inserts erfolgte nun die Klonierung der 
SECs in das Vektorkonstrukt pGJ3-eGFP. Da zunächst die Ligation nicht erfolgreich war, 
wurde das Protokoll modifiziert: Es wurde anstelle der Ligase der Firma Fermentas, die T4 
Ligase der Firma NEB verwendet und die Ligation anstatt für 2 Stunden, für 16 Stunden 
bei 4 °C durchgeführt. Erst durch diese Modifizieru ngen konnten bei den im Anschluss 
durchgeführten Kolonie-PCRs Banden mit der Größe von 737 bp beobachtet werden (Abb. 
18), die durch eine erfolgreiche Ligation entstand. Es wurden zusätzlich Kolonien 
identifiziert, die Mehrfachbanden im Bereich von 500 bis 700 bp und darüber, sowie 
Banden auf nicht erwarteten Höhen zeigten. Es bestand hier die Möglichkeit von 
Primerfehlbindungen, aber auch von Rekombinationsvorgängen, über die jedoch mit der 
Kolonie-PCR keine Aussage getroffen werden konnte.   
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Abb. 18: Gelelktrophoretische Auftragung der Kolonie-PCR nach der Klonierung von SEC IV in pGJ3-
eGFP. Die verwendeten Primer waren pGJ3-gfp-Esp3I-forward neu und pGJ3-Esp3I-rev. Die erwarteten 
Größen für eine erfolgreiche Ligation waren  737 bp (Spuren 2,6,7,8 und 10), und 223 bp für eine nicht 
erfolgreiche Ligation (Spuren 4,5 und 9). Die mit * markierten Klone wurden weiterverwendet. 
Mehrfachbanden bei den weiterverwendeten Kolonien entstanden vermutlich durch Primerfehlbindungen. 
Die über 1000 bp hinausgehenden Banden der Spuren 1 und 3 konnten nicht erklärt werden, weshalb die 
entsprechenden Kolonien verworfen wurden. 
 
Die Kontrolle über den korrekten Einbau der Inserts in pGJ3-eGFP erfolgte über einen 
analytischen Restriktionsverdau mit EcoRI. Dieses Enzym besitzt eine 
Erkennungssequenz im Vektorkonstrukt. Bei erfolgreicher Ligation ergeben sich drei 
weitere Schnittstellen und es resultiert anstatt der Linearisierung ein charakteristisches 
Fragmentmuster, mit den Größen 32 bp, 326 bp, 3277 bp und 9443 bp. Das kleinste war 
mit der Gelelektrophorese nicht darstellbar und besteht aus einem Teil des H1-Promotors. 
Das 326 bp Fragment besteht aus dem größten Teil des H1-Promotors, dem sense-, loop- 
und antisense-Bereich der SEC. Die beiden größten Fragmente stellen pGJ3-eGFP dar 
(Abb. 19).  
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Abb. 19: Schematische Darstellung der Eco RI Schnittstellen nach erfolgreicher Insertion von SEC IV 
in pGJ3-eGFP. Auf dem Plasmidrückgrat pGJ3-eGFP ist nur eine Schnittstelle enthalten. Durch die Ligation 
werden drei zusätzliche Schnittstellen eingefügt, die bei Restriktion somit vier Fragmente entstehen lassen. 
In Klammern ist jeweils die Lage der Erkennungssequenz auf dem Plasmid angegeben. 
 
 
Für den Restriktionsverdau wurden Plasmide verwendet, die bei der Kolonie-PCR 
Amplifikate in der richtigen Größe erzeugten. Es konnten neben Plasmiden, die nach 
Restriktion ein korrektes Bandenmuster aufwiesen, auch solche beobachtet werden, die 
veränderte Bandenanzahlen und –größen zeigten (Abb. 20).   
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Abb. 20: Restriktion der durch Ligation erhaltenen pGJ3-eGFP-SEC Plasmide. Der Verdau wurde mit 
Eco RI durchgeführt und erzeugt bei erfolgreicher Ligation vier Bruchstücke. Das erste bei 32 bp ist bei der 
Gelelektrophorese nicht darstellbar. Die drei anderen Bruchstücke befinden sich bei 326, 3277 und 9443 bp, 
wobei das erstere die SEC enthält und die beiden anderen den pGJ3-eGFP Backbone darstellen. Nur die 
beiden letzten Bahnen zeigen eine korrekte Insertion (* Markierung). 
 
Sequenzanalyse der integrierten SEC 
 
Um eine Information über die korrekte Sequenz des H1-Promotors, sowie der sense- und 
antisense-Bereiche zu erhalten, wurde im Folgenden bei Plasmiden mit korrekter 
Amplifikatgröße in der Kolonie-PCR und korrektem Bandenmuster nach Restriktion mit 
EcoRI eine Sequenzierung nach Sanger durchgeführt. Es wurde zunächst versucht eine 
Sequenzierung mit dem SP6 Primer mit dem Plasmid durchzuführen. Es zeigte sich 
jedoch, dass die Reaktion im Loop-Bereich der SEC wahrscheinlich aufgrund der 
stemloop Struktur abbrach. Deshalb wurde als Zwischenschritt eine PCR mit den Primern 
SP6-Esp3I und T7-Esp3I mit den Kandidatenplasmiden durchgeführt. Die erwartete 
Bandengröße war 534 bp (Abb. 21). Diese Amplifikate wurden aufgereinigt und erneut 
eine Sequenzierung durchgeführt. Nach Feststellung der korrekten Sequenz der Sense- 
und Antisense-Bereiche wurden diese Plasmide für die Produktion rekombinanter 
Virusspezies eingesetzt und mit pGJ3-eGFP-SEC-I, -IV und -Scramble bezeichnet.  
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Abb. 21: Auftragung von PCR-Produkten, welche für die Sequenzierung der SEC-Sequenzen 
verwendet wurden. Die PCR wurde mit den Primern SP6-Esp3I und T7-Esp3I durchgeführt, wobei die 
erwartete Bandengöße bei 534 bp lag. Die Banden über 10.000 stellen das Ausgangsplasmid dar. Sowohl 
bei Spur 3, als auch bei Spur 11 ist die PCR fehlgeschlagen. (N, Negativkontrolle) 
 
4.3.2 Kotransfektion und Virusproduktion 
 
Bestimmung der Transfektionseffizienz von pGJ3-eGFP 
 
Zur Herstellung von rekombinanten (lentiviralen) Viruspartikeln erfolgte eine Kotransfektion 
von pGJ3-eGFP mit einem Verpackungsplasmid, welches in der Lage ist das G-Protein 
des vesikulären Stomatitisvirus zu produzieren, in 293T-Zellen. 
Die Transfektion erfolgte dabei mit Polyethylenimin (PEI, 1mg/ml) wie im Abschnitt 
Methoden besprochen (siehe 3.9). Die Bestimmung der Transfektionseffizienz erfolgte 
dabei unter der Variation dreier Parameter. Diese Parameter waren die Menge des 
eingesetzten PEI, die Menge des Plasmids pGJ3-eGFP und die Anzahl der bei der 
Transfektion eingesetzten 293T Zellen. 
Für die Versuche wurden 6-Kavitäten-Platten verwendet und 24 Stunden vor Transfektion 
entweder 0,75x106 oder 0,6x106 293T Zellen pro Kavität kultiviert. Die Menge des 
eingesetzten Plasmids wurde dabei zwischen 8 und 24 µg variiert. Desweiteren wurden 
entweder 6 oder 10 µl einer 1mg/ml konzentrierten PEI Lösung eingesetzt. Die 
                                                                                                                              Ergebnisse 
________________________________________________________________________ 
61 
 
Quantifizierung erfolgte durch FACS-Messungen. 
Es zeigte sich, dass nur geringe Einflüsse der unterschiedlichen PEI-Mengen auf die 
Prozentzahl grünfluoreszierender Zellen bestanden (1 bis 4%). Ausgenommen hiervon 
waren die Werte bei 24 µg Pasmid-DNA, wo eine Erhöhung um 10 % beobachtet werden 
konnte. Die Zellzahl blieb ohne Auswirkung auf die Transfektionseffizienz.  Nur durch 
Erhöhung der Plasmidmenge konnte mit einer Steigerung von 23 % (8 µg) auf 52 % (24 
µg) eine deutliche Zunahme der grünfluoreszierenden Zellen beobachtet werden, wobei es 
in den Bereichen von 18 bis 24 µg nur noch zu einer nur leichten Erhöhung der 
Transfektionseffizienz kam. Als optimal erwies sich die Kombination von 0,75x106 Zellen 
mit 24 µg Plasmid und 10 µl PEI pro Kavität einer 6-Kavitätenplatte. In den weiteren 
Versuchen wurde daher mit diesen Parametern weiter gearbeitet. 
 
Kotransfektion von pGJ3-eGFP mit den Verpackungsplasmiden pczVSV-G  
und pHit-G 
 
Das lentivirale pGJ3-eGFP System ist zur Sicherung einer abortiven Infektion mit 
verschiedenen Schutzmechanismen ausgestattet. So trägt es keine codierenden Bereiche 
für Hüllproteine auf dem Vektorkonstrukt und benötigt deshalb ein zusätzliches 
Verpackungsplasmid, um virale Partikel bilden zu können. Dafür wurde dafür das 
Verpackungsplasmid pczVSV-G propagiert [Jármy et al., 2001], das die Sequenz des G 
Proteins des Vesikulären Stomatitisvirus (VSV) enthält. Dieses erhöht das Spektrum an 
Zielzellen, da es an beliebige phosphorylierte Proteine binden kann. Durch die 
Verwendung eines Hüllproteins eines heterologen Virus kommt es nach Kotransfektion  so 
zur Pseudotypisierung der viralen Partikel. Ein weiteres Verpackungsplasmid, pHit-G, 
welches ebenfalls für das G-Protein von VSV codiert, jedoch ein zusätzliches Intron 
besitzt, wurde in vorangehenden Diplomarbeiten für die Pseudotypisierung von SIV- und 
MoMLV-Systemen verwendet. Aus diesem Grund wurde die Effizienz dieser beiden 
Verpackungsplasmide im Vergleich getestet. Es wurden dabei gleiche Mengen dieser 
Plasmide in Kombination mit pGJ3-eGFP getestet. Es wurden 4 Kombinationen getestet, 
die sich aus den Mengen von 20 bzw. 24 µg pGJ3-eGFP und 4 bzw. 6 µg für das 
Verpackungsplasmid ergaben. Die Kotransfektion erfolgte in einer 6-Kavitäten-Platte, in 
der 24 Stunden vor Beginn 0,75x106 293T-Zellen/Kavität kultiviert wurden. 48 Stunden 
nach Transfektion wurde dann der mit viralen Partikeln angereicherte Überstand 
abgenommen und auf -80°C gelagert. Als Zielzellen f ür die viralen Partikel wurden C6 und 
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C6/SSPE-Zellen verwendet, die später auch als Modelsystem für die RNAi Experimente 
dienen sollten. Dazu wurden in einer 24-Kavitäten-Platte 0,15x106 C6-Zellen bzw. 
0,075x106 C6/SSPE-Zellen ausplattiert und 24 Stunden später die Transduktion mit 0,5 ml 
viruspartikelhaltigem Überstand der Kotransfektion durchgeführt. Nach einer Woche wurde 
dann die Quantifizierung der grünleuchtenden Zellen mit dem FACS durchgeführt. Die 
Ergebnisse sind in den Abbildungen 22 A und B dargestellt. 
 
A  
 
B  
 
Abb. 22: Effektivität der durch Kotransfektion von pGJ3-eGFP und den Verpackungsplasmiden 
pcsVSV-G und pHit-G hergestellten viralen Partikel. A zeigt die Prozentzahl grünleuchtender C6 Zellen, B 
C6/SSPE. Es wurden unterschiedliche Zellmengen für die Transduktion beide Zelllinien verwendet (0,15x106 
C6-Zellen bzw. 0,075x106 C6/SSPE-Zellen). Die Tranduktionseffizienzen unterscheiden sich innerhalb der 
mit pHit-G und pczVSV-G hergestellten Virusüberstände kaum. (Die mit * markierte Variante wurde aufgrund 
der geringsten eingesetzten Plasmid-Menge in den folgenden Experimenten genutzt.)  
 
Es zeigte sich, dass bei der Transfektion von C6 Zellen mit jeder der 
Kombinationsmöglichkeiten die Transduktionseffizienz nahezu doppelt so hoch für den 
* 
* 
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virushaltigen Überstand, der mit pHit-G erzeugt wurde, war, wie der mit pczVSV-G 
erzeugte. Bei C6/SSPE war pHit-G im Durchschnitt 10 fach effektiver. Die mit 
unterschiedlichen Plasmidmengen hergestellten Virusüberstände unterschieden sich 
innerhalb der pHit-G und pczVSV-G Untergruppen jedoch nicht. Daher war die 
Kombination von 20  µg pGJ3-eGFP und 4 µg pHit-G optimal und wurde in den weiteren 
Experimenten eingesetzt. 
 
4.3.3 Langzeitstabilität der Genexpression nach Transduktion durch lentivirale 
Partikel 
 
Um das lentivirale System für Langzeitversuche nutzen zu können ist es nötig, eine stabile 
Transduktion und damit eine stabile Expression der SEC in den Zielzellen zu erreichen. 
Aus diesem Grund wurde die GFP-Expression in zwei C6-Zellkulturen über einen Zeitraum 
von 4 Monaten quantifiziert. Dazu wurde das durch das pGJ3-eGFP eingebrachte GFP 
mittels FACS gemessen. Es wurden 1x106 C6-Zellen ausplattiert und 24 Stunden später 
mit 1 ml unverdünntem bzw. 1 zu 10 mit DMEM verdünntem Virusüberstand für 2 Stunden 
inkubiert. Abbildung 23 zeigt den Anteil der grünfluoreszierenden Zellen. 
 
 
 
Abb. 23: Stabilität der Expression von eGFP als Maß für die stabile Expression der eingebrachten 
Gene. Dafür wurden 1x106 C6 Zellen mit 1 ml einer Suspension der Viruspartikel transduziert. Die 
Virussuspension wurde dabei wie in Methoden (siehe 3.10) beschrieben hergestellt und einmal unverdünnt 
(1ml) und 1:10 verdünnt (0,1 ml) verwendet. Die Fluoreszenz wurde im FACS gemessen. Die anfängliche 
Fluoreszenz beträgt bei unverdünnt eingesetzter 35,9% Virussuspension und nimmt bis zum Tag 127 auf 
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27,5% ab. Bei verdünnt eingesetzter Virussuspension beträgt die anfängliche Fluoreszenz 16,0 % und nimmt 
bis zu Tag 127 auf 6,1% ab. 
 
Es konnte gezeigt werden, dass es möglich ist, mit dem pGJ3-eGFP über einen Zeitraum 
von 127 Tagen eine stabile Transduktion zu erreichen, wenn auch eine Verschiebung des 
Verhältnisses von transduzierten zu nichttransduzierten Zellen zu beobachten war. So 
verringerte sich die Prozentzahl der grünfluoreszierenden Zellen von anfänglich 39,5 % 
auf 27,5 %, wenn die Zellen mit unverdünntem Virusüberstand transduziert wurden. Wurde 
dagegen der auf 1/10 verdünnte Virusüberstand eingesetzt, reduzierte sich der 
anfängliche Wert von 16 % auf 6,1 %. 
 
4.3.4 Vergleich der Transduktionseffizienz von zwei lentiviralen Systemen 
 
Das lentivirale System basierend auf pGJ3-eGFP wurde mit dem SIV System, bestehend 
aus der Kombination von pVig∆bH und pSgp∆2, verglichen. Ebenso wie das HIV System 
benötigt dieses ein zusätzliches Verpackungsplasmid um virale Partikel bilden zu können. 
Es wurde deshalb in beiden Fällen pHit-G verwendet. Bestimmt wurde die Effektivität der 
Transduktion bei gleichen Zellzahlen verschiedener Zellinien. Es wurden jeweils 0,5x106 
Zellen Vero, HeLa, SH-SY5Y, piSH5, C6 und C6/SSPE verwendet. Die Quantifikation 
erfolgte über das eGFP, was entweder von HIV oder von SIV in die Zellen eingebracht 
wurde.  
 
Es wurde für beide Systeme eine Kotransfektion in 293T Zellen, wie im Methodenteil 
beschrieben (siehe 3.10), durchgeführt. Für HIV wurden 20 µg pGJ3-eGFP und 4 µg pHit-
G eingesetzt. Ebenso wurden nach einem optimierten Transfektionsprotokoll insgesamt 24 
µg Plasmid DNA  für das SIV System eingesetzt. Jeweils 8 µg wurden von den 
Vektorkonstrukten pVig∆bH, pSgp∆2 und dem Verpackungsplasmid pHit-G verwendet. 
 
Abweichend von den übrigen in dieser Arbeit durchgeführten Experimenten, wurden zwei 
unterschiedliche Transfektionsreagenzien verwendet. Die Transfektionen wurden neben 
PEI zusätzlich mit Lipofektamin 2000 durchgeführt, mit dem eine höhere Effizienz der 
Transfektion zu erwarten war. Eine höhere Transfektionseffizienz führte zur Bildung einer 
höheren Zahl viraler Partikel. Es konnte somit zusätzlich zum Vergleich der Vektorsysteme 
untereinander die Auswirkung einer erhöhten Anzahl viraler Partikel auf die 
Transduktionseffizienz beurteilt werden. 
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Nach der Gewinnung des virushaltigen Überstandes erfolgte die Infektion der Zielzellen in 
einer Suspension. Es wurden 0,5x106 Zielzellen mit 500 µl Virusüberstand resuspendiert 
und erst dann in die 24-Kavitäten-Platte überführt. Nach einer Inkubationszeit von sechs 
Stunden erfolgte ein Mediumwechsel. Nach 48 Stunden erfolgte dann die 
durchflusszytometrische Quantifizierung der transduzierten Zellen über die 
Grünluoreszenz des GFP (Abb. 24). 
 
 
 
Abb. 24: Vergleich der Transduktionseffizienzen von HIV und SIV für die Zelllinien Vero, Hela, SH-
SY5Y, piSH5, C6 und C6/SSPE. Die Transduktion erfolgte dabei jeweils auf 0,5x106 Zielzellen über einen 
Zeitraum von 6 Stunden. Die Quantifizierung erfolgte durch FACS-Messung der grünfluoreszierenden Zellen. 
Zusätzlich sind die Auswirkungen einer erhöhten Anzahl viraler Partikel bei der Transduktion dargestellt. Die 
Verwendung von Lipofektamin 2000 (in der Tabelle als Lipo2000 bezeichnet) bei der Virusproduktion führte 
zur Bildung höherer Titer, als bei der Verwendung von PEI. 
 
Es konnte gezeigt werden, dass das HIV System in der Lage ist außer in Vero-Zellen eine 
höhere Prozentzahl an Zielzellen zu transduzieren als das SIV System. Die Verwendung 
von Lipofektamin 2000 während der Transfektion führte zu einer erhöhten Zahl viraler 
Partikel, was sich einer gesteigerten Anzahl grünfluoreszierender Zellen bei der 
Transduktion zeigte. Am Beispiel von piSH5 und C6 konnte jedoch auch gezeigt werden, 
dass durch eine gesteigerte Anzahl an viralen Partikeln eine Sättigung zu erreichen ist und 
dann keine Erhöhung der Transduktionseffizienz mehr möglich ist 
 
Die Experimente zur Bestimmung des RNA Interferenz Effektes sollten an persierend mit 
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Masern infizierten Zellen durchgeführt werden. Hierzu standen die beiden Zelllinien SH-
SY5Y und C6 zur Verfügung, von denen jeweils Modellsysteme für die Masern-Persistenz 
etabliert wurden (piSH5- und C6/SSPE-Zellen). Es wurde anhand von eGFP gezeigt, dass 
das lentivirale pGJ3-eGFP System in der Lage ist, diese Zelllinien zu transduzieren. Dies 
wurde sowohl per FACS-Analyse (Abb. 25), als auch mit dem konfokalen 
Laserscanmikroskop (Abb. 26) nachgewiesen. 
 
 
Abb. 25: Die Abbildung zeigt Histogramme von Zielzellen nach Transduktion mit HIV-eGFP-SECIV. Die 
nichttransduzierten Kontrollen sind jeweils als schwarze Linien dargestellt, die Zellen nach Transduktion in 
roten. Auf der X-Achse ist die grüne Fluoreszenz (FL1-H) aufgetragen, auf der Y-Achse die Zellzahl. Die 
Effektivität des Vektorsystems betrug 80 % für C6 (A), 50% für C6/SSPE (C), 36% für SH-SY5Y (B) und 88% 
für piSH5 (D). Wiederholte Transduktionszyklen waren in der Lage die Prozentzahl an grünfluoreszierenden 
Zellen auf maximal 99% zu steigern. Hier dargestellt ist die 3-fache Transduktion von C6/SSPE Zellen (E). 
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Abb. 26: Aufnahmen der Zellinien C6 (A), SH-SY5Y (B), piSH5 (C) und C6/SSPE (D) mit dem 
Laserscanmikroskop. Es handelt sich um repräsentative Ausschnitte von Zellen nach erfolgreicher 
Transduktion mit dem HIV Vektorsystem. Durch die Expression von eGFP kann man erfolgreich 
transduzierte von nicht transduzierten unterscheiden. Die Quantifizierung erfolgte jeweils per 
Flowzytometrie. 
 
Als Modellsystem für die RNAi Experimente wurden die C6/SSPE Zellen ausgewählt. Um 
die Effektivität der eingebrachten shRNA beurteilen zu können, war es notwendig, 
möglichst alle Zielzelllen mit dem lentiviralen Vektorsystem zu transduzieren, um eine 
einheitliche Zellpopulation zu erhalten. Dies wurde durch sequenzielle Transduktionen 
erreicht (siehe Abb. 25E).  
 
4.3.5 Transduktion in Suspension 
 
Die adhärenten Zellen wurden mit Trypsin behandelt und in DMEM mit 10% FKS 
aufgenommen. Nachdem die Zellzahl mit einer Neubauer-Zählkammer bestimmt worden 
war, wurde ein Volumen, in der sich 7,5x104 Zellen befanden in ein Eppendorf 
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Reaktionsgefäß überführt. Nach einem kurzen Zentrifugationsschritt befanden sich die 
Zellen am Grund des Gefäßes und der Überstand wurde verworfen. Die Zellen wurden 
nun in 500 µl virushaltigem Überstand resuspendiert und in eine Kavität einer 24-
Kavitätenplatte überführt. Nach 6 Stunden wurden dann weitere 500 µl DMEM mit 10% 
FKS hinzugefügt. Nach 18 Stunden wurden dann die Zellen erneut vom Untergrund gelöst 
und wieder mit 500 µl virushaltigem Überstand für 6 Stunden inkubiert. Dies wurde erneut 
am nächsten Tag durchgeführt. Mit dieser Methode war es möglich eine Prozentzahl von 
99% an grünfluoreszierenden Zellen zu erzeugen. Es kam allerdings aufgrund der 
multiplen Wasch- und Transduktionsvorgänge zu Verlusten an Zellen, weshalb die 
einzelnen Subkulturen durchschnittlich 2 Wochen nach der ersten Transduktion 
benötigten, um eine Zellzahl von ca. 0,5x106 Zellen zu erlangen und weitere Experimente 
möglich zu machen. 
 
4.4 Bestimmung der Effizienz der mit HIV eingebrachten SEC I und SEC IV 
 
Als Modelsystem für die Bestimmung der Funktionalität, der mit dem lentiviralen pGJ3-
eGFP System in das Genom eingebrachten shRNA, wurden C6/SSPE-Zellen verwendet. 
Die rekombinanten HI-Viren wurden unter Verwendung der Plasmide pGJ3-eGFP-SEC I, 
pGJ3-eGFP-SEC IV und pGJ3-eGFP-SEC Scramble entsprechend dem bisher 
beschriebenen  Schema durch Transfektion von 293T Zellen hergestellt. Nach Gewinnung 
des virushaltigen Überstandes erfolgte zunächst die Lagerung in 1 ml Eppendorf-
Reaktionsgefäßen bei -80 °C. 
Der Ablauf des RNAi-Experiments ist schematisch in Abbildung 27 dargestellt. 
 
 
Abb. 27: Schematische Darstellung des Ablaufes der Experimente zur Bestimmung der Effizienz der mit 
dem HIV Vektorsystem erreichten RNAi. 
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Zunächst erfolgte die dreimalige Infektion mit den rekombinanten viralen Partikeln, um 
eine nahezu 100-prozentige Transduktion der Zellpopulationen zu erreichen. Dazu wurden 
0,075x106 Zellen als Ausgangsmaterial verwendet. Die Infektion erfolgte dreimal innerhalb 
von 72 Stunden, jeweils in einer Supension mit 500 µl des virushaltigen Überstands. Im 
Anschluss wurden den Subpopulationen, die jeweils mit einem anderen rekombinanten HI- 
Virusstamm infiziert wurden, zwei Wochen Zeit zur Regeneration und zum Wachstum 
gegeben. Der Transduktionserfolg wurde nach 4 Wochen durch FACS quantifiziert. 
Am Tag 7 der 2. und 3. Woche erfolgte dann die RNA Isolation. Dazu wurden 90% der 
Zellen (ungefähr 0,5x106) im Reagenz Trifast® aufgenommen und eine Phenol-
Chloroform-Fällung der RNA durchgeführt. Die mRNA wurde im Anschluss mit Oligo(dT)18-
Primern umgeschrieben und mit einer quantitativen real-time RT-PCR die Transkriptzahl 
des N-Genes des Masernvirus und des ß-Aktins bestimmt, das als zelluläres house-
keeping Gen fungierte, bestimmt.  
ß-Aktin diente zur Normalisierung der Anzahl der N-mRNA. Diese Werte wurden im 
Anschluss für die mit SEC I und IV transduzierten Zellen auf die mit SEC Scramble  
ermittelten Werte der N-mRNA des Masernvirus bezogen und sind in Abbildung 28 
graphisch dargestellt.   
 
Es konnte sowohl für SEC I, als auch für SEC IV eine Reduktion der mRNA des N-
Proteins des Masernvirus gemessen werden. SEC IV und I zeigten nach 2 Wochen eine 
ähnliche Reduktion mit 83,9% respektive 82,2 %. In der dritten Woche konnte weiterhin 
eine Reduzierung festgestellt werden, sie nahm im Vergleich zur Vorwoche allerdings ab. 
So zeigte die SEC IV eine Reduktion  der mRNA von N von 49,1 %, die SEC I von 24,5 %. 
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  2 Wochen 3 Wochen 
SEC I 17,82% 75,51% 
  (SA 5,85%) (SA 9,54%) 
SEC IV 16,09% 51,88% 
  (SA 3,37%) (SA 12,89%) 
 
 
Abb. 28: Graphische Darstellung der MV-N mRNA Level zwei und drei Wochen nach Transduktion 
von C6/SSPE mit viralen Partikeln. Die Werte für SEC I und SEC IV wurden im Verhältnis zur SEC 
Scramble normalisiert, die als Kontrolle fungierte. Es wurde eine Reduktion an N mRNA bei der qrt-RT-PCR 
sowohl für SEC IV als auch für SEC I gefunden. Nach zwei Wochen wurde die Ziel-mRNA um 83,9% mit der 
SEC IV und 82,2% mit der SEC I reduziert. Nach drei Wochen wurde eine verringerte Reduktion von 49,1% 
für SEV IV und 24,5% für SEC I gemessen. Die Tabelle zeigt die Werte der mRNA-Level in % der Kontrolle. 
In Klammern sind die zugehörigen Standartabweichungen. 
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5. Diskussion 
Seit der Entdeckung der RNA-Interferenz hat sich der Molekularbiologie eine neue 
Methode eröffnet, steuernd in die zelluläre Transkription einzugreifen und somit die 
Untersuchungen von Genfunktionen erheblich erleichtert.  
Unter Zuhilfenahme viraler Vektorsysteme hat sich der Versuch, die RNA-Interferenz 
therapeutisch nutzbar zu machen, in experimentellen Arbeiten auf ein breites 
Spektrum von vererbten und erworbenen Krankheiten ausgedehnt. Besonders retro- 
[Métais et al., 2010] und lentivirale Vektoren [Janas et al., 2006] finden hierfür 
Verwendung, da durch die Integration in das Genom der Zielzellen eine dauerhafte 
Expression über mehrere Tochtergenerationen möglich ist. Auch adenovirale 
Systeme, deren genetische Information episomal vorliegt, sind weit verbreitet [Wang 
et al., 2008; Zheng et al., 2008].  
Im Fokus solcher Versuche  stehen besonders virale Infektionen. Ziele sind dabei 
sowohl DNA-, als auch RNA-Viren. Zum Beispiel wurde die antivirale Wirkung gegen 
das DNA-Virus HBV in einem Maus-Modell beschrieben, bei dem ein adenoviraler 
Vektor mit siRNA-Sequenzen gegen die mRNA des HBs- und HBc-Antigens  genutzt 
wurde [Grimm et al., 2006]. Als Vertreter der RNA Viren waren HCV [Khaliq et al., 
2011] und HIV [Anderson et al., 2007] ebenfalls Gegenstand von Studien. Dabei sind 
nicht nur die virale mRNA, sondern auch die mRNA von Rezeptoren, die für die 
Bindung der Viren und ihre Aufnahme in Zielzellen nötig sind, als Angriffsziele für den 
RNAi-Effekt ausgewählt worden [Kim et al., 2010]. Neurodegenerative Erkrankungen, 
wie die Amyotrophe Lateralsklerose [Towne et al., 2009] und Chorea Huntington 
[Rodriguez-Lebron et al., 2005], wurden ebenfalls als Studienobjekte genutzt.  
Die Subakute sklerosierende Panenzephalitis (SSPE), als eine stets letale Infektion 
des Gehirns, verursacht durch Persistenz des Masernvirus, entzieht sich bisher einer 
Therapie. Die Möglichkeit mit Hilfe der RNA Interferenz die virale Persistenz auf 
molekularer Ebene zu beeinflussen, könnte jedoch eine potentielle Therapie 
darstellen. Durch die Assoziation des viralen Genoms mit dem N-Protein ist es 
jedoch nicht möglich dieses direkt anzugreifen, wie es zum Beispiel für 
Promotorregionen von HIV und SIV gezeigt wurde [Lim et al., 2008].  
Die zentrale Rolle, sowohl in der viralen Transkription, als auch in der viralen 
Replikation [Plumet et al., 2005; Hagiwara et al., 2008] lässt das N-Protein als ein 
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ideales Angriffsziel für die Beeinflussung einer Maserninfektion erscheinen. Der für 
das Masernvirus charakteristische Transkriptionsgradient [Schneider-Schaulies et al., 
1990] ist während der Persistenz verändert [Baczko et al., 1986], aber auch hier ist N 
das am häufigsten exprimierte Protein. Aus diesem Grund wurden in der 
vorliegenden Arbeit siRNA-Sequenzen verwendet, die gegen die mRNA von N 
gerichtet sind. 
Die Entwicklung eines lentiviralen Vektorsystems zur Nutzung der RNA-Interferenz in 
neuronalem Gewebe war das Ziel dieser Arbeit. Maserspezifische SECs wurden 
verwendet um durch Klonierung rekombinante Vektorpartikel herzustellen. Nach 
Integration des Transgens in die Zielzellen sollte die Verminderung der Menge viraler 
mRNA bestimmt werden.  
Den Ausgangspunkt für die Klonierungsschritte bildeten die Plasmide pCRII-SEC-I, -
IV und -Scramble, welche die Sequenzen für die masernspezifische siRNA, sowie 
eine nonsense Sequenz (scramble) enthielten. SEC Scramble diente als Kontrolle, 
da sie keine korrespondierende mRNA sowohl der Wirtszelle, als auch des 
Masernvirus bindet. Erst nach mehrfacher Umstellung der Klonierungsstrategie 
gelang die erfolgreiche Klonierung der SECs in pGJ3-eGFP, was vermutlich auf eine 
durch die Plasmidgröße verursachte sehr schlechte Ligationseffizienz 
zurückzuführen war. Der Ligationserfolg wurde sowohl mit einer Kolonie-PCR (Abb. 
18), als auch mit einem analytischen Restriktionsverdau mit dem Enzym Eco R1 
(Abb. 20) gezeigt. Teilweise kam es, trotz einer auf eine erfolgreiche Klonierung 
hindeutenden Fragmentgröße bei der Kolonie-PCR, zu einem nicht erwarteten 
Fragmentmuster im Restriktionsverdau. Dies kann Ursache in 
Rekombinationsvorgängen des Plasmids innerhalb der verwendeten kompetenten 
Bakterien haben und liegt vermutlich an Sequenzen, in denen die DNA 
Sekundärstrukturen ausbildet [Bikard et al., 2010], wie es im Fall der SEC und den 
auf dem Plasmid enthaltenen LTRs vorkommt. Es kann in diesen Regionen zu 
Strangbrüchen der DNA kommen, die sich im Anschluss neu verbinden [Bichara et 
al., 2006]. Es wurde deshalb nur mit den Vektoren weitergearbeitet, die ein korrektes 
Bandenmuster bei der Restriktion erzeugten. Als abschließende Kontrolle wurde eine 
Sequenzierung der in das Vektorkonstrukt pGJ3-eGFP integrierten SEC 
durchgeführt, um mögliche Mutationen und damit verbundene Funktionsverluste der 
siRNA auszuschließen. Es zeigte sich, dass es nicht möglich war, die Sequenzierung 
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direkt mit dem Plasmid als Template durchzuführen. Es kam zu einem Abbruch der 
Sequenzierreaktion im loop-Bereich der SEC, wodurch eine Beurteilung des 
antisense-Bereiches nicht mehr möglich war. Die Gründe hierfür dürften ebenfalls in 
den Sekundärstrukturen liegen, die eine sterische Behinderung der Polymerase 
bewirkt haben könnten. Weiterhin könnte die falsche Einschätzung der 
einzusetzenden DNA-Menge zu einem zu geringen Ausgangsmaterial geführt haben. 
Daher wurden in einem zusätzlichen Schritt die SECs per PCR amplifiziert und 
anschließend mit diesen PCR-Produkten eine erneute Sequenzierung durchgeführt. 
Plasmide mit den korrekten Sequenzen wurden im Folgenden für die Produktion 
rekombinanter Viruspartikel weiterverwendet. 
Die Produktion viraler Partikel erfordert die Kotransfektion von zwei Plasmiden in die 
Zelllinie 293T. Zusätzlich zum Vektorkonstrukt, das die SEC Sequenzen enthält und 
auf pGJ3-eGFP beruht, ist ein Plasmid nötig, dass die Oberflächenproteine des Virus 
aufweist. 
Um Hüllproteine zu exprimieren und somit die Produktion viraler Partikel zu 
ermöglichen, werden häufig Verpackungsplasmide verwendet, welche das G-Protein 
des vesikulären Stomatitisvirus (VSV-G) exprimieren. Durch  die Eigenschaft von 
VSV-G unabhängig von CD4 als zellulären Rezeptor [Doms et a., 1990] an ubiquitär 
auf Zellmembranen vorkommende phosphorylierte Bestandteile, wie 
Phosphatitylserin, binden zu können [Roche et al., 2008], ergibt sich ein erheblich 
erhöhtes Spektrum an möglichen Zielzellen. Zusätzlich kommt es durch die 
Pseudotypisierung zu einer Erhöhung der mechanischen Stabilität der viralen Partikel 
[Burns et al., 1993]. pGJ3-eGFP wurde dabei ursprünglich mit dem Plasmid pczVSV-
G kombiniert [Jármy et al., 2001], um virale Partikel herzustellen. In der Literatur sind 
jedoch auch Systeme mit dem Plasmid pHit-G beschrieben [Soenoka et al., 1995]. 
VSV-G steht in beiden Plasmiden unter der Kontrolle eines CMV Promotors, bei pHit-
G ist jedoch zusätzlich ein Intron der HCMV-major-immediate-early-(MIE) Gene 
vorhanden. Introns sind in der Lage durch posttranskriptionelle Prozessierung der 
mRNA eine verbesserte Translation zu bewirken [Staley et al., 2009]. Für das in 
dieser Arbeit angewendete System könnte dies eine erhöhte Anzahl viraler Partikel 
bei Einsatz gleicher DNA-Mengen bedeuten. Es wurden deshalb Bestimmungen der 
Transduktionseffizienz sowohl mit pczVSV-G, als auch mit pHit-G hergestellten 
Partikeln in C6- und C6/SSPE-Zellen durchgeführt.  
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Es zeigte sich, dass sich die Transduktionseffizienz, zwischen den mit den beiden 
Verpackungsplasmiden erzeugten Virusüberständen, deutlich unterschied (Abb. 22). 
Die Untersuchungen an der Zelllinie C6 ergaben dabei für den mit pHit-G 
hergestellten Virusüberstand eine nahezu doppelt so hohe Anzahl GFP-
exprimierender Zellen. Bei der Zelllinie C6/SSPE war pHit-G im Durchschnitt 
zehnfach effektiver. Die Unterschiede sind dabei auf die erhöhte Expression von 
VSV-G durch das eingeführte Intron bei pHit-G zurückzuführen. Der im Vergleich zu 
C6 beobachtete höhere Anstieg an GFP-exprimierenden Zellen bei C6/SSPE kommt 
wahrscheinlich durch die geringere eingesetzte Zellmenge und damit einem erhöhten 
Vektorpartikel/Zielzell-Verhältnis bei C6/SSPE zustande. 
Für die potentielle Nutzung des in dieser Arbeit verwendeten viralen Vektorsystems, 
war es nötig, Kenntnis über die Langzeitstabilität des Transduktionserfolges zu 
gewinnen. Eine Stabilität über einen Zeitraum von mehreren Wochen war nötig, um 
eine beständige Expression der in die Zielzelle eingeführten siRNA Moleküle zu 
gewährleisten und so eine Alterierung des RNAi Effektes auszuschließen. Zwei 
wichtige Faktoren sind in der Literatur beschrieben, die bei der Nutzung dieses 
lentiviralen Systems zu einer Beeinträchtigung führen konnten. Zum einen wird die 
genomische Integrität [Belgnaoui et al., 2006] der Zielzellen durch mobile genetische 
Elemente beeinflusst. Dazu zählen sowohl Transposons, als auch die häufig 
auftretenden Integrationen durch die genutzten retroviralen Vektoren. Es kann dabei 
zu Strangbrüchen innerhalb der Chromosomen kommen [Freudenreich ,2007], was 
zu Rekombinationen innerhalb des Genoms führt. Folgen davon können Apoptose, 
aber auch maligne Entartung der Zellen sein [Lobachev et al., 2007]. Zum anderen 
ist beschrieben, dass eine zu starke Expression und Akkumulation des mit dem 
Vektor ebenfalls integrierten GFP zur Apoptose der Wirtszelle führen kann [Liu et al., 
1999]. Die Zellinie C6 wurden aus diesem Grund mit zwei verschiedenen 
Verdünnungen eines Virusüberstandes transduziert und im Anschluss eine 
durchflusszytometrische Quantifizierung der GFP-exprimierenden Zellpopulation 
durchgeführt. Durch den unterschiedlich verdünnten Virusüberstand konnten zwei 
Kulturen erzeugt werden, die sich in der Anfangskonzentration von 
grünfluoreszierenden Zellen um 20 % unterschieden (Abb. 23). Bei der stärker 
transduzierten Zellkultur war daher mit einer höheren Anzahl an Integrationen und 
einer stärkeren Expression von GFP zu rechen. Sollten also die genomische 
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Instabilität und eine durch GFP ausgelöste Zytotoxizität eine starke Rolle bei der 
Alteration des Langzeittransduktionserfolges spielen, wäre hier mit einem stärkerem 
Abfall der Konzentration an grünfluoreszierenden Zellen zu rechnen. Es zeigte sich 
nach einem Beobachtungszeitraum von 127 Tagen für beide Kulturen ein annähernd 
gleicher Abfall der transduzierten Zellpopulation, womit  ein starker Einfluss der 
genomischen Instabilität und Zytotoxizität durch GFP ausgeschlossen werden 
konnte. Der höhere Abfall in der weniger stark transduzierten Zelllinie deutet zudem 
auf einen Verdünnungseffekt hin, der vermutlich durch die, während des 
Beobachtungszeitraumes häufig notwendigen, Passagierungen der Zellkulturen 
entstand. Das pGJ3-eGFP System eignet sich somit für eine Studie, die eine 
Langzeittransduktion erforderlich macht. 
Die Effektivität der in der Literatur beschriebenen viralen Vektorsysteme ist sehr 
unterschiedlich. Sie ist dabei zum einen abhängig von der Art und Konzentration des 
dem Vektorsystems zu Grunde liegenden Virus, zum anderen zeigt sie große 
Schwankungen in Abhängigkeit von der als Ziel ausgewählten Zellspezies. Dabei 
werden für auf HIV basierenden Systemen Transduktionseffizienzen zwischen 8 % 
und 70 % angegeben [Hunter et al., 2011;  Charrier et al., 2010]. Es ist dabei zu 
beachten, dass bereits bei Zelllinien, die von Neuronen und Gliagewebe des ZNS 
abstammen, erhebliche Unterschiede in der Transfektionseffektivität beschrieben 
wurden [Miletic et al., 2004]. Um die Effektivität des auf pGJ3-eGFP basierenden 
Vektorsystems beurteilen zu können, wurde der Anteil an grünfluoreszierenden 
Zellen von sechs verschiedenen Zelllinien nach Transduktion durch virale Partikel 
ermittelt. Verwendung fanden dabei auf Nierenepithelzellen basierende Vero-Zellen, 
die epitheliale Zelllinie HeLa, die neuronale Zelllinie SH-SY5Y und die von 
Gliagewebe abstammende Zelllinie C6. Von den beiden letzteren Zelllinien wurden 
zusätzlich die persistent mit Masernvirus infizierten Modellsysteme, piSH5 bzw. 
C6/SSPE, in die Untersuchung eingeschlossen. Um die erhaltenen Werte mit einem 
anderen Vektorsystem vergleichen zu können, wurde parallel eine Transduktion mit 
einem zweiten lentiviralen System, welches auf SIV basiert, durchgeführt.  
Wie zu erwarten (siehe oben) unterschieden sich die Transduktionseffizienzen 
sowohl für das HIV-, als auch für das SIV-System erheblich für die verschiedenen 
Zelllinien (Abb. 24). Die Anzahl der grünfluoreszierenden Zellen lag bei HIV im 
Bereich von 3,3 % (Vero) bis 88,2 % (piSH5), für SIV zwischen 2,8 % (HeLa) und 
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46,5 % (piSH5). Dabei war zu beobachten, dass das pGJ3-eGFP System gegenüber 
dem SIV System meist einen höheren Prozentsatz an Zellen transduzierte. 
Einflussfaktoren auf die Höhe der Transduktionseffizienz sind dabei vor allem die 
generelle Geschwindigkeit der zellulären Replikation und der Grad an der 
Phosphatidylserin-Expression [Lee et al., 2001] auf der Membran der Zellen. 
Um die Auswirkung einer höheren Viruskonzentration auf die Anzahl der 
transduzierten Zellen zu analysieren, wurde die Kotransfektion der Plasmide in die 
Helferzelllinie 293T mit einem Reagenz durchgeführt, mit der eine effektivere 
Transfektion möglich und somit ein erhöhter Virustiter zu erwarten war. Hierzu wurde 
anstelle von PEI das kationische Lipid Lipofektamin (im Reagenz Lipofektamin 2000) 
verwendet [Dalby et al., 2004]. Es zeigte sich, dass die Anzahl an 
grünfluoreszierenden Zellen gesteigert werden konnte und sich die Werte für HIV im 
Bereich von 18,1 % (HeLa) bis 91,2 % (piSH5) und für SIV im Bereich von 15,7 % 
(HeLa) und 78,4 % (piSH5) bewegten. Zusätzlich war zu beobachten, dass bei den 
beiden Zelllinien mit den höchsten Transduktionseffizienzen von HIV im ersten 
Versuch (PEI) eine Steigerung der Viruskonzentration keine Erhöhung der Anzahl an 
grünfluoreszierenden Zellen bewirkte. So blieben die Werte für den ersten und 
zweiten Versuch (Lipofektamin) für piSH5 mit 88,2 % und 91 % bzw. C6 mit 79,2 % 
und 78,8 % annähernd gleich. Lentiviren sind im Gegensatz zu einfacheren 
Retroviren wie MoMLV für die Integration in das Genom nicht auf die Mitose 
angewiesen [Barquinero et al., 2004]. Dadurch wird es möglich auch ruhende Zellen 
zu infizieren. Lentiviren präferieren jedoch ebenfalls bestimmte Phasen des 
Zellzyklus [Zhao et al., 2005], was eine mögliche Erklärung für diese gemachte 
Beobachtung ist. 
Die C6/SSPE Zelllinie wurde als Modellsystem für die Versuche genutzt, die 
Transkriptzahl viraler mRNAs mit den durch das HIV System eingebrachten SECs zu 
modifizieren. Dabei war es wichtig, eine Transduktion nahezu der gesamten 
eingesetzten Zellpopulation zu erreichen, um zum einen den erreichten RNAi Effekt 
genau einschätzen zu können und nicht durch eine zu geringe Prozentzahl 
transduzierter Zellen eventuell zu unterschätzen. Zum anderen wurde gezeigt, dass 
es während SSPE zu einer klonalen Expansion hypermutierter Masernviren kommt 
[Baczko et al., 1993] und dass vor allem Zell-Zell Interaktionen für die 
Virusausbreitung im ZNS von Bedeutung sind [Lawrence et al., 2000; Makhortova et 
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al., 2007]. Durch die Schaffung einer nahezu vollständig transduzierten 
Zellpopulation, die durch integrierte SECs in der Lage ist, die virale Transkription zu 
alterieren, könnten somit mehrere Vorteile erzielt werden. So wäre es potentiell 
möglich, sowohl bereits persistent infizierte Zellen einer „Therapie“ auf molekularer 
Ebene zu unterziehen, als auch die Ausbreitung auf noch nicht betroffene Zellen zu 
verhindern oder zu verlangsamen. 
Bei der Bestimmung der Transduktionseffizienz konnte durch Steigerung der 
Viruskonzentration eine Steigerung der Anzahl an grünfluoreszierenden Zellen von 
50 % auf 78,9 % erreicht werden. Eine Steigerung des Vektorpartikel/Zielzellen-
Verhältnisses wurde im Folgenden durch die Reduktion der Zielzellen erreicht, da für 
die Herstellung viraler Partikel weiterhin PEI verwendet wurde. Die Beobachtung bei 
C6 und piSH5 Zelllinien, dass selbst bei Erhöhung der Viruspartikel eine Obergrenze 
der transduzierten Zellen erreichen, führte zu einer zusätzlichen Veränderung des 
Transduktionsprotokolles. Eine Erhöhung des Prozentsatzes transduzierter Zellen ist 
ebenfalls durch die mehrfache Inkubation von Virusüberstand und Zielzellen möglich 
[Charrier et al., 2010]. Durch die Reduktion der Zahl an Zielzellen und drei 
nacheinander durchgeführten Transduktionen konnte die Anzahl an 
grünfluoreszierenden Zellen auf 99 % erhöht werden (Abb. 25E). Dadurch wurde für 
die Experimente zur Bestimmung des RNAi-Effektes eine Ausgangslage geschaffen, 
bei dem der Einfluss an nichttransduzierten Zellen auf die Höhe der gemessenen 
mRNA nahezu ausgeschlossen werden konnte. 
Die Versuche zur Bestimmung des RNAi Effektes wurden so angelegt, dass jeweils 
zwei und drei Wochen nach der ersten Transduktion durch eine quantitative real time 
RT-PCR die Menge der mRNA des N-Gens des Masernvirus bestimmt wurde. In der 
vierten Woche erfolgte die genaue durchflusszytometrische Quantifizierung der 
Prozentzahl grünleuchtender Zellen (Abb. 27).  
Es konnte sowohl für SEC IV, als auch für die SEC I eine starke Reduktion der 
viralen mRNA festgestellt werden. Zwei Wochen nach Transduktion konnte eine 
Reduktion N-spezifischer mRNA um 83,9 % für SEC IV und 82,2 % für SEC I 
bestimmt werden. Nach drei Wochen war die mRNA noch um 49,1 % bei SEC IV und 
um 24,5 % bei SEC I reduziert. Zusätzlich ist zu beobachten, dass es zu einer 
größeren Streuung der Messwerte in der dritten Woche kam, was sich in einer 
erhöhten Standardabweichung zeigte (Abb. 28). Die Ursachen hierfür sind schwer zu 
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bestimmen. Versuchsbedingt wurde mit einer geringen Anzahl an Ausgangszellen 
begonnen. Bis zum ersten Messpunkt nach zwei Wochen befanden sich die Kulturen 
aufgrund der geringen Zelldichte zu nahezu jedem Zeitpunkt in der exponentiellen 
Wachstumsphase. Mit zunehmender Zeitdauer des Experiments wurde es dann 
jedoch nötig die Zellen häufiger zu passagieren, um bei allen Kulturen annähernd 
gleiche Wachstumsbedingungen zu behalten. Es kann jedoch nicht ausgeschlossen 
werden, dass sich dabei größere Populationen der einzelnen Kulturen in 
unterschiedlichen Phasen des Zellzyklus befanden. Unterschiedliche Aktivitäten in 
der Transkription und Translation, sowohl der siRNA, als auch der für die RNAi 
erforderlichen Proteine auf Ebene der einzelnen Zellen, könnten somit zu einer 
Erhöhung der Streubreite der Ergebnisse der mRNA Messung nach drei Wochen 
geführt haben. [Kamminga et al., 2011; Carmichael et al., 2004]. Desweiteren 
könnten unterschiedliche Kinetiken bei der Sättigung der RNAi Maschinerie 
ursächlich oder Methylierungen der in die Zellen eingebrachten Promotoren erfolgt 
sein (siehe unten).   
Die nach zwei Wochen erhaltenen Messwerte sind konsistent mit den in der Literatur 
angegebenen Werten. Erfolgreiches Genesilencing wird mit einer Reduktion der 
mRNA unter 30 % bis nicht mehr nachzuweisenden Transkriptzahlen angegeben 
[Holen et al., 2002; Li et al., 2007].  Die Beobachtung der Abnahme des RNAi 
Effektes nach drei Wochen lässt jedoch den Schluss zu, dass ab diesem Zeitpunkt 
eine effektive Verhinderung der Translation des N-Proteins nicht mehr erreicht 
werden kann und damit die durch das Masernvirus etablierte Persistenz wieder zu 
ihrer Ausgangslage zurückkehrt. Ursache hierfür kann eine Sättigung des Transfers 
der nach Ablesung der SECs entstandenen shRNA in das Zytosol sein, was in Folge 
die Produktion der siRNA und ihre Aufnahme in den RISC beeinflusst [Grimm et al., 
2006]. Die Folge davon wäre eine verminderte Degradation der mRNA und Erholung 
der Transkriptzahl. Der Transfer der shRNA erfolgt über das in der Kernmembran 
enthaltene Exportin 5 und tritt daher in direkte Konkurrenz mit dem zellulären miRNA 
Export was eine Sättigung zur Folge haben kann. Die Akkumulation von shRNA kann 
zusätzlich die Ursache erhöhter Zytotoxizität sein[YI et al., 2003]. Es wurde zudem 
gezeigt, dass durch eine Steigerung der Transkription von Exportin 5 der durch 
shRNA erzeugte RNAi Effekt gesteigert wird [Yi et al., 2005]. Eine weitere Erklärung 
für die abnehmende RNAi-Effizienz könnte die Methylierung der mit HIV 
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eingeschleusten Promotoren sein [Lim et al., 2008;  Chávez et al., 2011], welche zu 
einer alterierten Expression führen und damit Einfluss auf die Geschwindigkeit der 
Abnahme des RNAi Effektes nehmen. Gleichzeitig ist bei den vorliegenden 
Beobachtungen davon auszugehen, dass der RNAi Effekt vor dem ersten Messpunkt 
von zwei Wochen eventuell stärker war, was aber durch die zu geringe Zellzahl 
aufgrund des Versuchsablaufes nicht bestimmt wurde. Das lentivirale HIV System 
zur Expression von siRNA gegen die mRNA vom N-Protein kann somit im C6/SSPE 
System keine dauerhafte Suppression der Persistenz erreichen. Die zentrale Rolle 
des Polymerasekomplexes, welcher aus den Masernproteinen N, P und L gebildet 
wird [Cevik et al., 2004; Fuentes et al., 2010], lässt jedoch weiterhin eine 
Beeinflussung dieser Gene als geeignete Ziele zur Modifizierung der viralen 
Persistenz erscheinen. Dies lässt sich zum einen daraus schlussfolgern, dass die 
Transkription der übrigen Maserngene einen funktionsfähigen Polymerasekomplex 
benötigt. Andererseits die entsprechenden Proteine durch Mutationen einen 
Funktionsverlust erfahren [Cattaneo et al., 1989], teilweise in Biopsiematerial von 
SSPE Gewebe nicht mehr nachzuweisen sind [Schneider-Schaulies et al., 2003] und 
damit wahrscheinlich bei der Aufrechterhaltung der Persistenz eine untergeordnete 
Rolle spielen. Zwei weitere Gruppen, untersuchten durch Beeinflussung der Proteine 
des Polymerasekomplexes eine Modifizierung der Persistenz des Masernvirus. Otaki 
et. al untersuchten die Auswirkungen von siRNA, welche gegen das L-Protein 
gerichtet war [Otaki et al., 2006]. Die Einführung erfolgte dabei entweder über 
synthetische siRNA oder über ein Plasmidsystem. Es konnte gezeigt werden, dass 
die Bildung neuer Viruspartikel um  mehr als 90 % bzw. die Syncytienbildung von 
infizierten Vero-Zellen verringert werden konnte. Verwendete Masernvirusstämme 
waren dabei der Edmonston Stamm und ein aus einem SSPE-Gehirn gewonnener 
SSPE-Kobe-1 Stamm. Im Unterschied zur vorliegenden Arbeit wurde jedoch keine 
persistent infizierte Zelllinie verwendet und ebenfalls keine Veränderung viraler 
mRNA gemessen, wodurch ein genauer Vergleich der Ergebnisse kaum möglich ist. 
In einer Studie von Zinke wurden die Auswirkungen von siRNA auf die Proteine N, P, 
und L untersucht, die durch einen lentiviralen Vektor in Zielzellen eingebracht wurden 
[Zinke et al., 2009]. In Vorversuchen mit einem Plasmidsystem wurde eine Reduktion 
der jeweiligen viralen mRNA für die jeweils spezifischen siRNAs gemessen. So kam 
es zu einer Reduktion der mRNA durch N-spezifische siRNA von 67 %, durch P-
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spezifische siRNA von 86 % und durch L-spezifische siRNA von 60 % (jeweils zwei 
Tage nach Transfektion). Im weiteren Verlauf wurden dann NT2 Zellen verwendet, 
welche die Fähigkeit besitzen, sich in Zellen mit neuronaler Gestalt differenzieren zu  
können, mit einem rekombinanten Masernvirus infiziert, um eine persistent infizierte 
Zelllinie zu erzeugen. Lentivirale Vektoren waren im Folgenden in der Lage, anhand 
optischer Messungen (Immunfluoreszenz und FACS) Zellen für einen 
Beobachtungszeitraum von drei Wochen zu „heilen“. Die mRNA wurde in diesen 
Zellen allerdings nicht mehr bestimmt. Da es jedoch nicht gelang sowohl die gesamte 
Zellpopulation zu infizieren, als auch zu transduzieren, wurde diese Aussage jedoch 
nur für einen Teil der Zellpopulation getroffen. Dieser Anteil bestand aus 
durchflusszytometrisch doppelt fluoreszierenden Zellen, also Zellen die infiziert und 
transduziert waren. Aus einer gesteigerten Anzahl einfach fluoreszierender Zellen 
(nur transduziert), wurde auf eine komplette Suppression der viralen Transkription 
geschlossen. Das Maximum dieser Verschiebung wurde für den neunten Tag nach 
Transduktion beobachtet. Es ist jedoch davon auszugehen, dass allein durch die 
nicht die gesamte Zellpopulation bertreffende Infektion, die Belastung der 
persistenten NT2 Zelllinie mit viralen Transkripten erheblich niedriger ist als in der 
Zelllinie C6/SSPE. Dies könnte die Beobachtung der bereits annähernd normalen 
mRNA Mengen nach drei Wochen in den mit dem in dieser Arbeit verwendetem HIV 
System transduzierten C6/SSPE Zellen erklären. Weiterhin kann ein Unterschied der 
Kinetik des RNAi Effektes zwischen Glia und Gewebe neuronalen Ursprunges nicht 
ausgeschlossen werden.  
Folgeversuche an persistent infizierten neuronalen Zelllinien, wie beispielsweise 
piSH5 Zellen, könnten genutzt werden, um einen möglichen Unterschied zwischen 
diesen Geweben zu evaluieren. Ein verzögerter Wiederanstieg viraler mRNA durch 
eine effizientere Nutzung des zellulären RNAi Mechanismus könnte zudem durch 
eine Modifizierung des auf pGJ3-eGFP basierenden Vektorsystems erreicht werden. 
So gibt es Hinweise, dass miRNA eine erhöhte Effizienz bei der Nutzung der RNAi 
hervorrufen und Nachteile, wie die Akkumulation von shRNA und Sättigung des 
Exportin Mechanismus, verhindern können [Huntzinger et al., 2011; McBride et al., 
2008; Zeng et al., 2005]. Potentiell wäre somit die Degradation viraler mRNA über 
einen längeren Zeitraum möglich, was über erneute Langzeitversuche bestätigt 
werden müsste.
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Die RNA-Interferenz ist ein Mechanismus mit dem Zellen Gene posttranskriptionell durch 
Degradation von mRNA regulieren. Der in vielen unterschiedlichen Spezies konservierte 
Mechanismus wird über kleine RNA-Moleküle (miRNA und siRNA) vermittelt und ist von 
Bedeutung bei der Embryogenese, während der Mitose bei der Regulation der 
Chromosomenstruktur und –verteilung und als antiviraler Abwehrmechanismus. Seit der 
Entdeckung im Jahr 1998 hat die RNA Interferenz Einzug in die experimentelle Forschung 
gehalten und wird in der Medizin als möglicher  therapeutischer Ansatz für viele 
angeborene und erworbene Krankheiten betrachtet. Die Methoden, mit denen siRNA in die 
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Zellen eingebracht wurde, unterlagen einer stetigen Entwicklung. Von der direkten 
Transfektion von RNA-Molekülen in die Zelle, über transfizierbare Plasmidsysteme, bis zu 
viralen Vektorsystem existieren heute eine Vielzahl von Methoden. Virale Vektoren 
erscheinen dabei vorteilhaft, da sie es erlauben durch die Integration eines Transgenes in 
das zelluläre Genom eine Langzeitexpression zu ermöglichen. 
 
Diese Arbeit hatte das Ziel ein virales Vektorsystem, basierend auf dem Lentivirus HIV, zu 
etablieren, um in Zellen neuronalen Ursprungs die RNA-Interferenz experimentell nutzbar 
zu machen.  
Für den Nachweis der Effektivität der durch dieses Vektorsystem induzierten RNA-
Interferenz wurde ein Spezialfall der Masernvirusinfektion ausgewählt, die subakute 
sklerosierende Panenzephalitis (SSPE).  
Das Masernvirus ist der Erreger einer hoch ansteckenden Erkrankung der Atemwege, bei 
der es unter anderem zu dem typischen Masernexanthem kommt. Selten kommt es durch 
die Erkrankung zu schweren Komplikationen und einer Beteiligung des ZNS. Die SSPE 
tritt vor allem bei ungeimpften Kindern, die vor dem zweiten Lebensjahr eine 
Maserninfektion durchlaufen, auf. Nach einem unterschiedlich langen Krankheitsverlauf, 
der durch zunehmenden geistigen Verfall gekennzeichnet ist, kommt es stets zum Tod des 
Erkrankten. Das Masernvirus persistiert dabei im Gehirn und weist charakteristische 
Veränderungen gegenüber einem Wildtyp-Stamm auf. Durch die RNA-Interferenz könnte 
auf molekularer Ebene Einfluss auf die Persistenz genommen werden.    
Drei siRNA-Expressionskassetten (SEC) konnten nach mehrfacher Umstellung der 
Klonierungsstrategie in das lentivirale  HIV Vektorsystem eingebracht werden. Von diesen 
waren zwei gegen die mRNA des N-Proteins des Masernvirus gerichtet (SEC-I und SEC-
IV). Eine weitere diente als Kontrolle (SEC-Scramble).  Das N-Protein wurde aufgrund 
seiner zentralen Rolle bei der Transkription und Replikation des Virus als Ziel ausgewählt. 
Nach Optimierung der für die Virusproduktion notwendigen Transfektionsschritte wurde die 
Langzeitstabilität der Expression eines durch das Vektorsystem eingebrachten Transgenes 
untersucht. Hierzu erfolgte die Bestimmung der Prozentzahl GFP-exprimierender Zellen 
zweier C6-Zellkulturen über einen Zeitraum von über 100 Tagen. Es konnte eine 
weitgehende Stabilität der Expression von GFP bobachtet werden, was als eine wichtige 
Voraussetzung für die weiteren Versuche galt.  
Virale Vektorsysteme zeigen eine sehr starke Zelltyp-abhängige Transduktionseffizienz, 
was auch für das in dieser Arbeit verwendete lentivirale System gezeigt werden konnte. Es 
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war jedoch möglich eine hohe Transduktionseffizienz sowohl neuronaler Zellen, als auch 
Gliazellen zu erreichen. 
Die von einem Astrozytom abstammende und persistierend mit Masern infizierte Zelllinie 
C6/SSPE wurde im Anschluss für die Experimente zur Bestimmung der RNA-Interferenz 
ausgewählt. Dafür war es nötig nahezu vollständig mit dem HIV-System transduzierte 
Kulturen zu erzeugen. Dies konnte durch sequentielle Transduktionen erreicht werden. Ein 
Einfluss einer großen Zahl nichttransduzierter Zellen auf die Bestimmung der viralen 
mRNA konnte somit ausgeschlossen werden. 
In den mit HIV-eGFP-SEC-I und –IV transduzierten C6/SSPE Kulturen konnte über 
mehrere Wochen eine Reduktion N-spezifischer mRNA nachgewiesen werden. SEC IV 
und I zeigten nach 2 Wochen eine ähnliche Reduktion mit 83,9% bzw. 82,2 %. Es war 
jedoch festzustellen, dass sich im Zeitverlauf des Experimentes (drei Wochen) der 
beobachtete RNAi Effekt verringerte. So wurde für SEC IV eine Reduktion  der mRNA von 
N von 49,1 %, für SEC I eine Reduktion von 24,5 % gemessen.  
Es konnte gezeigt werden, dass mit dem in dieser Arbeit verwendetem HIV-System RNA-
Interferenz induziert werden konnte. Jedoch gelang es nicht, die virale Persistenz zu 
durchbrechen, was sich in einer Erholung der Anzahl an viraler mRNA bereits drei Wochen 
nach Transduktion zeigte.  
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8. Anlagen 
 
8.1 Plasmidkarten 
 
8.1.1 pGJ3 
 
 
8.1.2 pGJ3-eGFP 
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8.1.3 pCRII 
 
8.1.4 pHit-G 
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8.1.5 pczVSV-G 
 
8.1.6 pGJ3-eGFP-SEC-IV 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
pGJ3-GFP-Esp3I-SEC-IV 
13078 bp 
PSI für SinRep 
Esp3I Erkennungssequenz 
CMV immediate-early enhancer/promotor region 
pol 
Delta ENV 
gag 
5' LTR R und U5 
Eco RI (5027) Eco RI (8304) 
Eco RI (8336) 
Eco RI (8662) 
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8.2 Sequenzen der siRNA Expressionskassetten 
 
 
Die Darstellung der Sequenzen erfolgt in der Form 5‘ – sense  (loop)  antisense – 3‘ 
 
8.2.1 SEC I 
 
5‘ – AAA CTA TGT ATC CTG CTC TTG  (CTA CAC AAA)  CAA GAG CAG GAT ACA TAG TTT – 3‘ 
 
8.2.2 SEC IV 
 
5’- AAC TTT GGC CGA TCT TAC TTT  (CTA CAC AAA)   AAA GTA  AGA TCG GCC AAA GTT – 3‘ 
 
8.2.3 SEC Scramble 
 
5’ - ACT ACC GTT GTT ATA GGT GT  (ATT GTG TAG)  AC ACC TAT AAC AAC GGT AGT – 3’ 
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